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Introducción 1 1 
Durante el desarrollo ontogénico de los organismos pluricelulares es indispensable 
una coordinación entre los procesos de crecimiento y diferenciación celulares. Así, a 
medida que se produce un incremento en el número de c6lulas, por división sucesiva 
del zigoto, las celulas hijas van adquiriendo unas determinadas características 
regionales que determinarán su destino final en el organismo adulto. La adquisición 
de dichas características está determinada geneticamente, de manera que el resultado 
final de la ontogenesis produce un organismo semejante a sus progenitores y distinto 
a organismos de otras especies. con dotación genetica diferente. 
El término prepatrón fue introducido por Curt Stern en 1954 para explicar 
conceptualmente algunos de los mecanismos de diferenciación que operan durante 
el desarrollo. Según Stern, la diferenciación es el resultado de la respuesta de genes 
específicos a prepatrones especifm. Dichos prepatrones comenzarían elaborándose 
en el citoplasma del huevo en forma de interacciones entre características regionales 
y los genes que responden a ellas, y seguirian evolucionando hasta la determinación 
de las estructuras adultas mediante interacciones sucesivas entre genes que forman 
el prepatrón, genes que responden al prepatrón y genes que pueden modificar 
prepatrones existentes (Stern, 1954). Así pues, para comprender al desarrollo de las 
estructuras adultas de un organismo es necesario averiguar cuál es el entramado de 
genes durante la diferenciaci6n. 
La Genética del Desarrollo tiene como objetivo dilucidar cuáles son los genes de 
un organismo que dan cuenta de los diferentes mecanismos de diferenciación y cómo 
operan dichos genes. Para ello se han escogido varios organismos, representantes 
de varios niveles de la escala evolutiva, como modelos de experimentación. 
Resulta interesante observar que muchos de los mecanismos de diferenciación 
están conservados entre especies relativamente distantes. así como tambibn lo están. 
a nivel molecular, los genes implicados en dichos procesos. Sin embargo en otros 
casos. genes con homología estructural han sido reclutados en distintas especies 
para procesos de diferenciación diferentes (revisado en Duboule y Wilkins. 1998). Por 
lo tanto, puede pensarse que las diferencias modológicas finales entre organismos 
distintos radican en pequefías diferencias en la dotación genética que producen una 
diferente coordinación de las interacciones entre los genes que participan en los 
procesos de desarrollo (Jacob, 1977). A este respecto cabe destacar la importancia 
de las interacciones entre regiones enhancer. encargadas de la regulación espacio1 
temporal de la transcripción genica, y los reguladores transcripcionales que se unen a 
ellas, ya que pequefíos cambios en estas regiones enhancer pueden determinar 
drásticas variaciones en la expresión de los genes bajo su control, y por lo tanto, en 
los procesos de diferenciación en los que estos intervienen (Davidson, 1993). 
En el presente trabajo hemos utilizado Drosophila melanogaster para el estudio de 
las interacciones génicas involucradas en la elaboración de prepatrones. En concreto, 
nos hemos centrado en el estudio de elnos prepatrónles necesarios para la 
diferenciación del sistema neMoso periférico (SNP) de la mosca adulta, y en cómo 
estos prepatrones interaccionan con los elementos enhancer que participan en la 
especificación del patrón del SNP. 
El patrón de quetas de Drosophlla y los genes pmneureles. 
Los individuos adultos de D. melanogaster tienen en su epidermis abundantes 
quetas y otras sensilas que forman parte de su SNP. Estos órganos sensoriales (OSs) 
se distribuyen formando un patrón reproducible entre los distintos individuos de la 
especie. En cada heminotum se encuentran 11 macroquetas y dos sensilas tricoideas 
(dos tipos de OS externos mecanorreceptores) que aparecen en posiciones invariables, 
y además, unas 100-125 microquetas (otro tipo de OS) que se distribuyen formando 
filas y conservando una densidad aproximadamente constante (Fig. 1A; García-Bellido, 
1983). Cada uno de estos OS está compuesto por varias células que derivan de una 
única célula precursora común, la célula madre del órgano sensorial (CMOS), la cual 
mediante dos o más divisiones diferenciales dará lugar a los componentes del OS en 
el adulto (Bate, 1978; Bodmer y cols., 1989; Hartenstein y Posakony, 1989). La 
localización de los OS en la cutícula adulta está espedficada durante el tercer estadio 
larvario y el comienzo del estadio pupal por la posición en la que se diferencia la 
CMOS en el disco imagina1 de ala-notum (Cubas y cols., 1991; Huang y cols., 1991), 
la estructura precursora de la epidermis del mesotórax y del ala. (Fig. 1 B) 
- 
Flgum 1. El pau6n de OSs se especifica en los disa>s imaginales. A. Ndum 1 
adulto de Drosophila. las pnias de flecha &dan las quetas DC y las flecha. .- 
d e l a r e s .  Lasauelasde l a r ~ ¡ &  lateral m fuera de foco. B. Di- imasinal 
de ale de la linea'~101.1~3 qué expesa W e n  aodas las CM06 (azul) en aique 
tambibn se muestra la d!&budón del ARNm de sc (púrpura). Todas las CMOS 
a p e a n  dentro de los gwpos de expiesón de sc aunque en aiguncs casos la 
expmsKn de scen el gnipo poneurai ya ha cesado en la etap mostrada. Se indica 1 
d nombre de aigunosQnipos pmneuraleslCMOS Los gnipos SC y ANP esten hiera 
de foco. (Tomado de Campwano y Modolell. 1992). 
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Rgun2 LosenhanoersdelCAS A. Mapa hsoodel CASmpln%a&, lasaistro undedesda banscnpciáirn-8es 
a los genes proneurales del CAS se representan mmo flechas negras y les mspond~enies a otros genes mmo Rechas 
huecas Las cajas repieseniaro regiones de ADN que mmeren enhancm para los gnipos promurales (capcoloreadas) o 
para las CMOS (caja negra). B. Esquema de un disco kneginai de ale en el que se ilusban los gupos pmmabs. C. 
E- de un hemlmtun y ala en el que 8e musaba la loaiiaaci6n de s l g m  OSs (drcubs). Los colaes en A ee 
~6cnespawlenmnboSbgugnipospronecwlssai~ybOSsmC.(MoBRcado~GánezSkamietay~ola.1985). 
El análisis genéüoo señaló a los genes &*te (ac) y swte (se), miembros del 
complejo génico achaets-scute (CAS), como esenciales para la generación de la mayor 
parte de los OS externos (García-Bellido y Santamaría, 1978; García-Bellido, 1979; 
García-Bellido. 1981). En los mutantes de falta de función de estosgenes faltan gmpos 
de OS de manera especifica para cada alelo (García-Bellido. 1979; Ruiz-Gómez y 
Modolell, 1987; Leyns y cols., 1989), mientras que en 106 mutantes de exceso de 
función (mutaciones Hairy-wing, Hw) se forman 0Ss adicionales en posiciones 
ectópicas (García-Bellido y Santamaría, 1978; García-Alonso y García-Bellido, 1986; 
Balcells y cols., 1988). El an8bsis genético y molecular del CAS mostró que ecte 
complejo comprende unas 90 kb de ADN e identificó físicamente los cuatro genes 
involuaados en neurog6nesis: ac, sc, lethal of swte (I'sc) y asense (ase) (Fg. 2) 
(García-Bellido, 1979; Ghysen y Richelle, 1979; Jiménez y Campos-Ortega, 1979; 
Canamolino y cols., 1982; Campuzano y cols., 1985; Romani y cols., 1987; Villares y 
Cabrea 1987;Alonso y Cabrera, 1988; ürand y cols., 1993; üomínguez y Campuzano, 
1993). Estos genes codlRcan factores de transcripción con un dominio básimhélice- 
lazo-hélice (bHLH) (Villares y Cabrera, 1987; Alonso y Cabrera, 1988; González y 
cols.. 1989; Martín-Bermudo y cols.. 1995), implicado en laformación de heterodímems 
con otras proteínas y en el reconocimiento de secuencias de ADN denominadas motivos 
E con secuencia CANNTG (Ephrussi y cols., 1985; Murre y cols., 1989; Cabrera y 
Alonso, 1991 ; Ohsako y cols., 1994). Se ha demostrado que las proteínas del CAS 
pueden formar hetercdímeros con la proteína Daughterless (Da) (Caudy y cols., 1988) 
y de este modo pueden activar la transcripc~dn de genes necesarios para la 
diferenciación de las CMOS (Mlodzik y cols., 1990; Cabrera y Alonso. 1991 ;Van Doren 
y cols., 1992; Ohsako y cols., 1994; Singson y cols., 1994; Culí y Modolell, 1998). 
Los genes ac y sc se coexpresan en grupos de c6lulas que ocupan posiciones 
específicas dentro de los discos imaginales (Fig. 1 B), (Romani y cols., 1989; Cubas y 
cols., 1991 ; Skeath y Carroll, 1991). Este patrón de expresión restringido determina la 
posición en la que se diferenciarán las CMOS. Así, en moscas mutantes ac3, una 
condición que elimina la expresión de acy scen el grupo proneural dorsocentral (DC), 
solamente se afecta el desarrollo de las quetas DC (Cubas y cols., 1991; Martinez y 
Modolell, 1991; Skeath y Carroll, 1991). Por otro lado, la sobrexpresión generalizada 
de los genes ac y sc en los discos imaginales, ya sea mediante mutaciones Hw 
(Campuzano y cols., 1986; Balcells y cols., 1988) o mediante el uso de transgenes 
(HS-sc; Rodriguez y cols.. 1990), produce la diferenciación de OS en posiciones 
ectópicas. Por esta razón. los genes ac y sc se denominan genes proneurales, y 
grupos proneurales las regiones del disco imaginal que expresan estos genes (Ghysen 
y Dambly-Chaudiere, 1989; Romani y cols., 1989). 
Si bien la expresión de ac y sc en los grupos proneurales restringe la 
localización en la que se determinarán las CMOS dentro del disco imaginal, no 
todas las c6lulas del grupo proneural se diferencian como CMOS. La selección 
de las c6lulas que darán lugar a las CMOS dentro de los grupos proneurales 
tiene lugar mediante mecanismos de comunicación intercelular que se han 
denominado de inhibición lateral (Simpson. 1990). Dentro de cada grupo 
proneural se crean heterogeneidades que determinan la mayor expresión de 
los genes proneurales en unas pocas c6lulas del grupo, las cuales adquieren 
una mayor capacidad de inhibir en sus c6lulas vecinas el devenir CMOS. Esta 
inhibición mutua entre las células del grupo proneural sólo permite que una o 
dos c6lulas, dependiendo del grupo proneural, devengan CMOS (revisado en 
Ghysen y Dambly-Chaudibre, 1993). Las interacciones celulares que median 
este proceso se llevan a cabo por los llamados genes neurog6nicos, entre los 
que cabe destacar la proteína transmembrana Delta. implicada en la emisión 
de la seilal inhibidora. y el receptor de dicha seilal, Notch. La interacción Delta- 
Notch activa una vía de transducci6n intracelular, siendo los efectores finales 
de dicha vía los productos de los genes del complejo Enhancer of split (E(sp1)) 
(revisado en Artavanis-Tsakonas y cols., 1995). Los genes E(sp1) codifican 
factores de transcripción del tipo prolina-bHLH (Preiss y cols., 1988; Knust y 
cols.. 1992) que actúan como represores transcripcionales (Oellers y cols., 1994) 
mediante su unión a secuencias especificas CACGCG y CACGAG, llamadas 
motivos N (Ohsako y cols., 1994). Recientemente se han encontrado motivos 
N en el enhancer de sc que controla su expresión en las CMOS. y se ha 
propuesto que dicha unión actuaría bloqueando la expresión de sc, y por lo 
tanto, impidiendo la diferenciación neural en las celulas del grupo que son 
inhibidas mediante la vía de inhibición lateral (Culí y Modolell, 1998). 
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Regulación de la expresión de los genes ac y sc 
La expresión de ac y sc en los grupos proneurales depende de una bateria de 
elementos reguladores de tipo "enhancer" que se encuentran en las regiones no 
transcritas del CAS (Fig. 2). La existencia de dichos enhancers se dedujo gracias al 
estudio de los fenotipos debidos a mutaciones en el CAS asociadas a roturas 
cromosómicas. En una colección de mutantes con roturas cromosómicas distribuidas 
a lo largo de 50 kb proximalmente al gen sc se 0 b s e ~ ó  que a medida que el punto de 
ruptura se acercaba al gen sc, se eliminaban progresivamente un mayor número de 
quetas de posiciones especificas (Campuzano y cols., 1985). De modo similar, 
mutaciones con puntos de ruptura distales al gen ac afectaban al patrón de OS de 
manera progresiva (Ruiz-Gómez y Modolell. 1987; Leyns y cols., 1989). Los fenotipos 
de estas mutaciones se atribuyeron a su capacidad para separar fisicamente los genes 
ac y sc de las secuencias de ADN responsables de su activaci6n (Ruiz-G6mez y 
Modolell, 1987). Estos datos sugirieron la existencia de al menos una región enhancer 
para la expresión de ac y sc en cada uno de los grupos proneurales, y permitieron 
acotar la localización de algunas de dichas regiones enhancer. La capacidad enhancer 
de estas regiones se comprob6 posteriormente mediante ensayos de transformación 
en Drosophila(Fig. 2; Martínez y Modolell, 1991; Gómez-Skarmeta y cols., 1995).Asi, 
un fragmento de 5.7 kb situado en la región 5' del gen ac (caja morada en la Fig. 2) 
dirigió la expresión del gen marcador IacZen el grupo proneural DC; otro fragmento 
de 0.76 kb (caja verde en la Fig. 2) lo hacia en los grupos proneurales de la vena 3 y 
de la sensila gemela del margen del ala (TSM); y otro fragmento de unas 6 kb (cajas 
amarilla y roja en la Fig. 2) contenía el enhancer para la expresión en los gmpos 
proneurales para la macroqueta anterior notopleural (ANP), para la macroqueta anterior 
postalar y las sensilas tricoideas 1 y 2 (APA-trl,2), para la sensila gigante del radio 
(GSR), para la sensila de la tégula dista1 (Tgd) y para la sensila del radio dorsal (Rd). 
Dado que los enhancers controlan la expresión de los genes proneurales y estos. en 
definitiva, determinan el patrón de OS de la mosca adulta, los responsables últimos de 
dicho patrón serán los factores que regulen la actividad de las regiones enhancer. 
Actualmente se asume que los enhancers del CAS responden a una combinatoria local 
específica de factores de transcripción que forman un prepatrón en el disco imagina1 
(Stern. 1954; Simpson, 1996; Modolell y Campuzano, 1998). Se supone que estos 
factores de transcripción estarian presentes en los discos imaginales en dominios de 
expresión más amplios que los de los grupos proneurales, y que solamente en los sitios 
con la combinación adecuada de factores, se produciría la expresión de los genes 
proneurales. Hasta el momento, solo se conocen unos pocos genes cuyas propiedades 
sugieren fuettemente su función como genes de prepatrón (Simpson, 1996; Modolell y 
Campuzano, 1998). Este es el caso de los genes lroquois (Iro) y de los genes pannier 
@nr) y u-shaped (ush). Sin embargo solamente en el caso de las proteínas del complejo 
lroquois se ha demostrado una interacción directa con los enhancers del CAS. 
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Controladores dlrectos de los enhancers del CAS: el compkJo génlco lroquola 
El complejo Iro se identificó genéticamente gracias al fenotipo del mutante ¡rol. en 
el cual todas las quetas de la región lateral del notum están ausentes. así como también 
lo está la expresión de ac-sc en los grupos proneurales correspondientes (Dambly- 
Chaudiere y Leyns, 1992; Leyns y cols.. 1996). El análisis molecular de esta región 
reveló la existencia de varios genes: ara= (ara), caupolidn (caup) y m h r  (min), 
que codifican factores de transcripción del grupo de las homeoproteínas y presentan 
un dominio involucrado en la activación transcripcional (Górnez-Skanneta y cds., 1996; 
McNeill y cols., 1997). El patrón de expresi6n de los genes Iro en los discos imaginales 
es restringido y solapante con varios de los grupos proneurales, tal y como se ilustra 
en la Fg. 3 (Gómez-Skarmeta y cols., 1996). Dicho patrón de expresión es decisivo 
para la correcta especificación espacial de los OS de la mosca (Gómez-Skarmeta y 
flwm 3. Los genes Iro se exp~ 
en un patr6n solapante w n  ciertos 
grupos proneurales. El patr6n de 
expresi6n de ara y caup se muestra en 
mb. Algunosde bs gmpos proneura!.as 
de Sc (mostrados en verde por U d n  
cm anticuerpo anii Sc) están Indukio8 I 
Se ha demostrado que las homeoproteínas Iro pueden unirse a elementos enhancer 
del CAS y que dicha unión es critica para la actividad de dichos enhancers. En efecto, 
la proteína Ara se une in W o  a secuencias TAAT presentes en el enhancer para el 
grupo proneural L3. y la mutagénesis de estas secuencias en el elemento enhancer 
elimina por completo su capacidad de dirigir la expresión génica en el grupo proneural 
L3 (GómezSkarmeta y cols., 1996). 
Prepatrón en la reglón DC: los genes pnr y ush. 
El locus pnrse identificó inicialmente por los fenotipos de falta de íunción para este 
gen en el desarrollo de la cutícula larvaria dorsal (JOrgens y ccis.. 1984). Posterlomente, 
una mutagbnesis exhaustiva del locus reveló su función en el desarrollo de OS, 
especlcamente en las regiones DC y escutelar (SC) (Ramain y cols., 1993; Heitzler y 
cols., 1996). Así, de una colección de 25 alelos mutantes, algunas combinaciones 
al6licas como pnrol@nrvl producían un desarrollo de OS ectópicos en la región DC 
mientras que otras, como pnrvxl@nrvl producían la ausencia de dichos OS (Fig. 4A y 
C; Ramain y cols., 1993). Estos fenotipos de OS se debían a una alteración del patrón 
I rwn s rnr raMCa en la de la regh M: del € 5 ~ .  Nota y dsaos Imaglnslea de lascanbbiadrneo amiras 
-- -~ ..-- ~-~ ~. ~ 
i a p ~ d e i a s m d i d a i e s . a s o d a d s s a ~ m p l . l o s p ; D ( ~ ~ ) y a & & . p r n ' ( ~ q u s  
intoducm m mdón pemahim da perada de üaducdái). ~.'~arái de e q m i h  de p a n  dixm ievelado POI 
hiWaci6n In m & sonda niarcada con d ~ ~ n l n a  (Ptpira). La &praaün'es mexima en la iona dorsal ydeaie 
pugnisivaiag' ha& ia zona iatwal dei dism. La Recha indica la posicidn da ma CMOS DC. revelada por Un- del 
F 
de expresión de los genes proneurales, que resultaba expandido o eliminado 
especíñcamente de la región DC en los mutantes correspondientes (Fi. 48 y D; Ramain 
y cols.. 1993). La caraderización molacular del locus reveló que codificaba una proteína 
con dos h6lices a anfipáticas y con dos dominios de tipo dedos de Dnc con alta 
homología a losde la familiade reguladorestranscripcionales GATA-1 (Fig. 4E; Evans 
y cols., 1988; Ramain y cols., 1993; Winick y cols., 1993). Las proteínas de estafamilia. 
como el factor GATA-1 de pollo, activan la transcripción mediante el reconocimiento, 
por parte de su dominio con dedos de Zinc, de secuencias específicas MGATAAK; 
(Evans y cols., 1988). Por tanto, el gen pnr parecía un buen candidato a regular la 
expresión de los genes proneurales. AdemBs, el patrón de expresión de pnren discos 
imaginales es resitingido (Fig. 4F), expreshndose en altos niveles en la región más 
dorsal del disco y decreciendo gradualmente hacia la región lateral, aproximadamente 
hasta la altura del grupo proneural M: (Ramaln y cols., 1993). Estos datos llevaron a 
proponer una función reprecora de pnr sobre la expresión de los genes proneurales 
(Ramain y cols., 1993). Sin embargo una serie de experimentos in vitro diseñados 
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para analizar la función de Pnr como regulador transcripcional. asi como un estudio 
mas profundo de la naturaleza molecular de los alelos mutantes para este gen, 
demostraron que la proteina Pnr es un activador transcripcional (Haenlin y cols., 1997). 
La proteína Pnr, tal y como se demostró mediante un experimento de selección de 
oligonucle6tidos, reconoce en el ADN secuencias GATAAG (Haenlin y cols., 1997). 
Estas secuencias son similares a las reconocidas por el factor GATA-1 de pollo en el 
promotor para la a-globina (Evans y Felsenfeld, 1991). Por ello Haenlin y col. analizaron 
la capacidad de Pnr para unirse a dicho elemento regulador y, así, utilizar este sistema 
para estudiar la funci6n de Pnr como factor de transcripción. De este modo se comprob6 
que la uni6n específica de Pnr al ADN activa la transcripción génica (Haenlin y cols., 
1997). Dicha activación esta mediada por las dos h6lices a Gterminales de Pnr, ya 
que las proteínas mutantes Pnrvx, que carecen de estas dos hklices a (Fig. 4E), no 
activan la transcripción. a pesar de tener intacto su dominio N-terminal de interacción 
con el ADN (Haenlin y cols., 1997). La ausenciadel dominio activador en estas proteinas 
explica por que los mutantes pnrvx se comportan NI vivo como alelos de falta de 
funci6n, provocando la ausencia de OS en la regi6n DC (Fig. 4C; Ramain y cols., 
1993). 
Sin embargo, los fenotipos dominantes de ganancia de función producidos por los 
alelos pnP no se explican por el comportamiento in vitro de estas proteinas. Las 
proteínas mutantes PnrD, caracterizadas por tener sustituciones puntuales en el dedo 
de Zinc N-terminal (Fig. 4E, (Ramain y cols., 1993), se unen N, vitro al promotor de la 
a-globina y desencadenan una activación génica similar a la de la proteina Pnr intacta 
(Haenlin y cols.. 1997). Cabe preguntarse por tanto qué función desempefla el dedo 
de Zn N-terminal de la proteina Pnr y cómo se explican los fenotipos de OS extra 
asociados a los alelos pnP (Fig. 48). La explicación se obtuvo al caracterizar el gen 
ush (Cubbada y cols., 1997). 
El locus ush se identificó gracias a la interacción de sus mutaciones con las 
mutaciones pnP. Las mutaciones hipomorfas ush aumentan el fenotipo de extraquetas 
de las mutaciones pnP. Ademds, las mutaciones ush afectan al desarrollo de las 
quetas DC y SC, las mismas que son afectadas por las mutaciones pnr (Fig. 5A; 
Cubbada y cols.. 1997). Así, las combinaciones viables hipomorfas ush producen la 
diferenciación de CMOS extra en la región DC (Fig. 5B), mientras que una sobrexpresión 
del transgén UAS-ush elimina las CMOS del grupo proneural DC (Fig. 5C). Por tanto, 
ush parece actuar como un regulador negativo de la expresión de los genes 
proneurales, en contraposición a pnr, que actúa como un activador de dichos genes 
(Cubbada y cols.. 1997). El patr6n de expresión de ushen discos imaginales comprende 
un dominio dorsal en el notum similar al de pnr, un dominio en la región de la axila alar, 
y una franja en la región posterior de la pleura (Fig. 5D). La caracterizaci6n molecular 
de este locus reveló que ush codifica una proteina con varios motivos Cys2-His2 y 
CyspHis-Cys, una región acídica y varias regiones con repeticiones de alanina 
(Cubbada y cols.. 1997). Los dominios Cys2-His2 como los CyspHis-Cys forman 
estructuras del tipo dedos de Zinc. Los primeros son similares a los de la familia de 
factores de transcripción ZW, mientras que los segundos, pese a parecerse a los 
encontrados en varias proteínas, no tienen una función conocida (Cubbada y cols., 
1997). Dado que la localización subcelular de esta proteína es nuclear y que presenta 
motivos similares a los de otros factores de transcripción, es probable que Ush funcione 
como un factor de banscripción. Sin embargo en diferente ensayos, Ush no ha revelado 
ninguna capacidad para unirse de manera específica al ADN (Cubbada y cols.. 1997). 
Así pues, resulta improbable que Ush sea un represor directo de la expresión de los 
genes proneurales. El hecho de que las mutaciones ush interaccionen fuertemente 
con los alelos mutantes de pnr, así como la similitud entre los patrones de expreslón 
de estos dos genes, hizo pensar en una posible interacción entre las proteínas Pnr y 
Ush. En efecto, Haenlin y cols., demostraron que el dedo de Zinc N-terminal de la 
proteína Pnr interviene en la formación de heterodímeros con la proteína Ush (Haenlin 
y cols., 1997). Además observaron que, en ensayos in viúo con el promotor de la a- 
globina en células & pollo, Ush puede interferir con la capacidad activadora de Pnr. 
Las proteínas PnP, que tienen mutaciones en el dedo de Zinc N-terminal, no forman 
heterodírneros con Ush. Por ello, estas formas mutantes no pueden ser antagonizadas 
por Ush en ensayos in viho (Haenlin y cols., 1997), ni tampoco Ni vivo, razón por la 
cual los mutantes pnPse comportan como alelos dominantes de ganancia de funci6n 
(Ramain y cols., 1993; Haenlin y cols., 1997). 
En base a la interacción Pnr-Ush y a los fenotipos observados en las combinaciones 
mutantes para alelos pnry ush, el grupo de Patricia Simpson propuso un modelo para 
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explicar el papel que desempeiian estos genes en la especificación de la región DC. 
Este modelo asume que la expresión de ush, en un dominio ligeramente más restringido 
que el de pnr en la zona dorsal, define una banda en el notum en la cual la proteína 
Pnr no está titulada por su antagonista Ush y puede así activar la transcripción de 
genes necesarios para la especificación de la región DC (Cubbada y cols., 1997; 
Haenlin y cols., 1997). Los genes ac y sc, por tanto, podrían estar controlados directa 
o indirectamente por Pnr, es decir, Pnr podría regular la expresión g6nica mediante su 
unión al elemento enhancer para la expresión en el grupo proneural DC, o ac y sc 
podrían estar regulados por otros genes bajo el control directo de Pnr. 
Prepatrón en la región DC: el gen wlngIe88 
El gen wingless (wg), que codifica un homólogo del oncogén Wnt-1, interviene en 
diferentes procesos de diferenciación durante el desarrollo embrionario y larvario de 
Drosophila (revisado en Klingensmith y cols., 1994). Entre ellos, interviene en la 
especificación de OSs en la región DC del notum puesto que mutaciones wg de falta 
de función eliminan específicamente las quetas DC, SC y APA (Couso y cols., 1993; 
Phillips y Whie, 1993). Estaalteración está acompatiadade una ausenciade expresión 
de ac (y probablemente también sc) en los grupos proneurales correspondientes de 
los discos imaginales (Phillips y Whiitle, 1993). 
wg comienza a expresarse en el territorio precursor del notum en los discos 
imaginales de tercer estadio lawario temprano. Inicialmente la expresión de wg ocupa 
la región más dorsal del notum (Fig. 6A) y más tarde se restringe a una banda antero- 
posterior situada aproximadamente en la mitad del notum (Fig. 68), justamente 
colindando dorsalmente con la posición del grupo proneural DC (Couso y cols., 1993; 
Phillips y Whiffle, 1993). Esta posición, así como el hecho de que Wg se requiera para 
la diferenciación de las quetas DC. ha llevado a proponer que la expresión resbingida 
de wgen los discos imaginales es una clave posicional para la expresibn de los genes 
proneurales (Phillips y Whttle, 1993; Tomoyasu y cols., 1998). 
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wgcodifica una proteina secretable que participa en procesos de comunicación 
intercelular (Baker, 1987; Nusse y Varmus. 1992). Un cierto número de evidencias 
sugieren que Wg actúa como un morfógeno (Lawrence y Struhl, 1996) revisión). 
Es decir, las regiones de expresi6n de wgen los discos imaginales serian orígenes 
de formación de gradientes de proteína Wg que serian informativos para las células 
del disco, las cuales expresarían unos u otros genes dependiendo de la 
concentración de Wg que recibieran, y por tanto, de su posici6n con respecto al 
gradiente. Así, en el territorio precursor del ala, se conocen genes que se expresan 
a las altas concentraciones de proteina Wg del territorio adjacente al margen del 
ala, entre ellos las proteínas proneurales (Phillips y Whittle. 1993; Couso y cols., 
1994); y genes que responden a niveles más bajos de Wg en zonas más alejadas 
del margen, como por ejemplo el gen Distalless (Zecca y cols., 1996; Neumann y 
Cohen, 1997). En el territorio precursor del notum, Wg podría también actuar como 
morfógeno con respecto a la expresi6n ac y sc en el grupo proneural DC (Phillips 
y Whittle, 1993; Tomoyasu y cols., 1998). activándose estos a altas concentraciones 
de proteina Wg. tal y como ocurre en el margen del ala. Se ha sugerido que dicha 
activación podría estar mediada por el elemento enhancer para la región DC 
(Tomoyasu y cols.. 1998). De ser así, la recepci6n de la setial de Wg debería 
redundar en la activaci6n de algún factor de transcripci6n capaz de reconocer 
secuencias presentes en el enhancer DC. 
Recientemente se han descrito componentes de la vía de transducción 
intracelular de Wg que tienen actividad como reguladores transcripcionales (Brunner 
y cols., 1997; van de Wetering y cols.. 1997). Según el modelo actual de 
funcionamiento de esta vía de transducci6n. la interacci6n de Wg con su receptor 
determina la estabilización de la proteina codificada por el gen arrnadillo/p-cafenin 
(arrn), un proceso mediado por una cascada de fosforilaciones en la que participan 
varios genes conocidos (revisado en Orsulic y Peifer, 1996)). La estabilización de 
Arrn conlleva un aumento de los niveles de esta proteína en el núcleo. donde 
puede unirse al factor dTCF/pangolin (dTCF/pan) formando un heterodímero capaz 
de activar la transcripción (Riese y cols., 1997; van de Wetering y cols., 1997). La 
especificidad de unión al ADN de este dímero radica en el dominio HMG de la 
proteina dTCF, que reconoce secuencias CCTTTGA/TA/T, mientras que Arm provee 
la capacidad de activar la transcripción a través de su dominio C-terminal (van de 
Wetering y cols., 1997). Ya se han identificado varios sitios de unión para dTCF en 
promotores de genes que responden a la vía de Wg (Florence y cols., 1997; Riese 
y cols., 1997). Así pues, la regulación de la expresión de los genes proneurales en 
la región DC por parte de Wg, podría estar mediada por la unión directa de dTCF 
al enhancer que controla la expresión en el grupo proneural DC. 
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El prepatrón temprano y las relaciones entre genes de prepatrón. 
El patrón de expresión restringido de los genes Iro, pnr, ush y wg, en discos 
imaginales de la tercera fase lawaria, contribuye a explicar la expresión de ac y sc en 
los grupos proneurales, y ésta a su vez. el patrón de quetas en los individuos adultos. 
Ahora bien, cabe preguntarse cuales son las claves posicionales que permiten la 
expresión restringida de los genes de prepatrón, es decir, cuales son los genes 
responsables del prepatrón temprano necesario para el establecimiento de prepatrones 
posteriores. 
El desarrollo de cada disco imagina1 de ala comienza cuando un g ~ p o  de células 
del ectodermo embrionario, en una posición que está determinada por la expresión de 
los genes wg y decapentaplegic (dpp, un homólogo del factor TGF-fl de vertebrados), 
segrega del resto de las células que darán lugar a la epidermis del embrión (Bate y 
Martínez-Arias, 1991; Cohen y cols.. 1993). Estos grupos, de tan solo unas decenas 
de dlulas, poseen ya algunas heterogeneidades posicionales que heredan de su 
localización en el ectodermo embrionario (Martínez-Arias, 1993). Así. hay células que 
expresan el gen homeótico engrailed (en), y que darán lugar al compartimento posterior 
del disco (Kornberg y cols., 1985). La expresión de en determina así una de las primeras 
distinciones entre dos poblaciones celulares del disco imaginal y, además. determina 
una restricción de linaje que se mantiene a lo largo del crecimiento del disco imaginal 
(Morata y Lawrence, 1975; Kornberg y cols., 1985; Blair, 1992; Tabata y cols., 1995; 
Zecca y cols., 1995). La presencia de dicha restricción de linaje anterolposterior (AiP) 
se observó por primera vez al generar clones de recombinación mitótica favoreciendo 
la proliferación de las células del clon mediante el uso de mutaciones Minute (García- 
Bellido y cols., 1973; García-Bellido y cols., 1976). Este análisis tambi6n determinó la 
existencia de otros bordes de restricción de linaje que surgen posteriormente al borde 
AiP durante el crecimiento del disco, como el borde dorsolventral (DN) y el borde ala/ 
notum (García-Bellido y cols., 1976; González-Gaitán y cols., 1994).Algunos de estos 
bordes de restricción de linaje también se han podido relacionar con la expresión 
diferencial de genes, por ejemplo, el borde D N  se genera durante el primerlsegundo 
estadio larvario gracias a la expresión restringida del gen apterous en las células del 
compartimento dorsal (Cohen y cols., 1992; Dlaz-Benjumea y Cohen. 1993; Blair y 
COIS., 1994). 
Se ha comprobado que la generación de bordes de restricción es un mecanismo 
importante en morfogénesis, ya que no sólo contribuyen a establecer diferencias entre 
poblaciones celulares, sino que además estos bordes actúan como centros 
organizadores que controlan el crecimiento y la formación de prepatrones en regiones 
muy extensas del disco (Meinhardt, 1983; Blair, 1995). Esto último se logra mediante 
laactivación, en las células del borde, de genes que desempeiian un papel determinante 
en dicho crecimiento, y en la adquisición por las células del disco de distintas 
características según su posición respecto al borde. 
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En el caso del borde AiP, las células del compartimento posterior expresan la proteina 
secretable Hedgehog (Hh) que difunde hacia las células del compartimento anterior 
en donde antagoniza la función del gen patched (ptc) e inicia una cascada de 
transducción de señal en la que participan los genes smoothened, fused, PKA, costal- 
2, slimb y cubitus-interruptus (CI) (revisado en Ingham, 1998). ci codifica una proteina 
que se procesa de manera dependiente de Hh y que se comporta como un factor de 
transcripción activador, en presencia de señalización por Hh, o represor, en ausencia 
de señal (Aza-Blanc y cols., 1997; M6thod y Basler, 1999). De este modo, Ci activa, 
en una franja colindante al borde NP, la expresión de varios genes (Capdevila y 
Guerrero. 1994; Tabata y Kornberg, 1994; Zecca y cols.. 1995). Entre estos genes se 
encuentra dpp, que codifica una proteina secretable que difunde a partir del borde A i  
P, y crea un gradiente de concentración capaz de determinar la activación de varios 
genes actuando como un morfógeno (de Celis y cols., 1996; Grimm y Pflugfelder, 
1996; Lecuit y cols., 1996; Nellen y cols., 1996; Kim y cols., 1997). 
En el caso del borde DN, la expresión de ap, a través de la vía de Notch. determina 
la activación de wg (Fig (Díaz-Benjumea y Cohen, 1995; Kim y cols., 1995; Rulifson y 
Blair, 1995; Panin y cols., 1997). Así se crea una fuente de proteina Wg en el borde de 
compartimento y un gradiente de concentración de dicha proteína, que actuaría como 
morfógeno activando la expresión de distintos genes en células distantes (Zecca y 
cols., 1996; Neumann y Cohen, 1997; Cadigan y cols., 1998). 
En el territorio precursor del ala. como resultado de la división del disco en 
compartimentos y de la capacidad organizadora de éstos, se activan una serie de 
genes que subdividen el territorio en dominios más restringidos y participan en la 
diferenciación de dichas regiones (de Celis y cols., 1996; Grimm y Pflugfelder, 1996; 
Lecuit y cols.. 1996; Nellen y cols., 1996; Kim y cols.. 1997; Neumann y Cohen, 1997; 
Cadigan y cols., 1998). Entre estos genes, se encuentran los genes del complejo Iro. 
yaque su expresión en el territorio de lavena3 está controlada por la acción coordinada 
de las proteínas En, Wg. Ci y Dpp (Gómez-Skarmeta y Modolell, 1996). Para el caso 
del territorio precursor del notum se asume que estas y posiblemente otras claves 
posicionales tempranas determinan la activación de los genes de prepatrón. Sin 
embargo, actualmente se tiene poca evidencia de que esto ocurra así, y se desconocen, 
en su mayor parte, las interacciones que tienen lugar entre los genes que se expresan 
en el territorio precursor del notum. 
No obstante. una de las interacciones conocidas entre las claves posicionales 
tempranas y los genes del prepatrón es la regulación de la banda de expresión de wg 
por la vía de Dpp. (Morimura y cols., 1996) y (Tomoyasu y cols.. 1998) suponen una 
función represora de la vía de Dpp sobre wg. ya que condiciones de falta de función 
para la vía de Dpp producen la expansión de la banda de Wg (Fig. 7A), mientras que 
esta aparece disminuida o interrumpida en condiciones de ganancia de función para 
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la vía de Dpp (Fig. 7C; (Morimura y cols.. 1996; Tomoyasu y cols.. 1998). Sin embargo, 
experimentos recientes realizados por Sato y wIs.(1999) muestran que la regulación de 
Wg por Dpp debe ser más complicada, puesto que c h e s  de falta de función o de 
ganancia de función para thick veins (tkv), el receptor para Dpp de tipo 1, tienen diferentes 
efectos sobre la expresión de Wg dependiendo de la zona del disco imagina1 en las que 
se encuentre el clon (Fig. 7D y E; (Sato y cols., 1999). También se ha sugerido que las 
vías de transducción de Dpp y de Hh podrían formar parte del prepatrón para los genes 
proneurales, ya que la alteración de estas vías afecta a la especificación de las quetas 
en la regi6n DC (Fig. 7F; (Mullor y cols., 1997). así m a la expresión de marcedores 
para las CMOS y para el gmpo proneural DC (Fg. 7C; (%moyasu y mis., 1998). 
También se ha desaito que existe una regulaaón entre los propios genes de prepatrón 
que se expresan en el notum. La banda de expresi6n de w g  se altera drásticamente en 
combinaciones mutantes para el gen pnr(Fg. 7G-1; (Calleja y wls., 1996), así corno en 
mutaciones Iro (Diez del Corral, 1998), y también algunas mutaciones pnr akran la 
expresión de los genes Iro (Diez del Coiral, R., no publicado). Así pues, el prepatrón en el 
territorio precursor del notum parece que se establece y mantiene durante el desarrollo, 
gracias a interadnes entre genes de prepatr6n temprano y los genes de prepatf6n 
tardío, así coro mediante interacdones entre estos Úiümos. Sin embargo, achialmente el 
entramado de regulaciones génicas que permite el establecimiento de las claves 
posicionales en el territorio precursor del notum de los discos imaginales es casi 
completamente desconocido. 
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OBJETIVOS 
Uno de los objetivos que se persiguen en nuestro laboratorio es el estudio de la 
formación de los patrones del disco imagina1 de ala. entre ellos el que contribuye a 
definir el patrón de expresión altamente regionalizado de los genes ac y sc Dado que 
la expresión de estos genes en los grupos proneurales se consigue gracias a una 
serie de elementos enhancer. en el presente trabajo nos propusimos utilizar algunos 
de estos enhancers como herramienta para el estudio de sus interacciones con los 
factores constituyentes del prepatr6n. Así, nos propusimos los siguientes objetivos: 
-Delimitar y caracterizar en mayor profundidad dos de los elementos enhancer del 
CAS que promueven la expresión en grupos proneurales específicos. 
- Secuenciar los fragmentos mínimos con actividad enhancer. 
- Obtener el máximo de informaci6n posible acerca de los factores que se unen 
directamente a los enhancers y regulan asi su actividad. 
- Determinar si genes del prepatrón conocidos participan directa o indirectamente 
en la regulación de la expresión genica mediada por los enhancers. 
-Analizar la contribución relativa de los diferentes genes del prepatrón conocidos a 
la activación de los genes proneurales. 
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Estirpes de Drosophila 
La descripción de las mutaciones pnrpuede encontrarse en (Heitzler y cols., 1996), 
y la de las mutaciones I n ( l ) ~ c ~ ~ ~ ~  y $men (Lindsley y Zimm, 1992). El alelo ~ 8 x 4  es 
un mutante nulo para wg (Baker, 1987) y w P 3 e s  una mutación de la zona reguladora 
que elimina la expresión en los discos imaginales (Baker, 1988). 
Estirpes para la generación de clones: yFLP122 (Struhl y Basler, 1993), 2nMyc 
FRT40A FRT82B nMyc (Xu y Rubin, 1993). 
Líneas activadoras GAL4: c734 y c765 (GómezSkarmeta y cols.. 1996), pnW237 
(Heitzler y cols., 1996), dppGAL4 (StaehlinpHampton y cols., 1994). 
Lineas UAS: UAS-wg(Lawrence y cols., 1995), UAS-armsloy UAS-áTCPN(van de 
Wetering y cols., 1997), UAS-pnr (Haenlin y cols., 1997), UASdppW(expresi6n dkbil) y 
UASdpps (expresión fuerte) (Mullor y cols., 1997), UAS-tk@ (Nellen y cols., 1996). 
Generación de clones de células mutantes. 
La recombinación mitótica fue inducida por el método hsFLP/FRT descrito en (Golic 
y Lindquist. 1989). Larvas de los genotipos yFLP; ~ 8 x 4  ck FRT40AI 2nMyc FRT40A; 
AS1.4DC/balanceador o yFLP; AS1.4DCI+; FRT82B kar2 $mpnrvxfi/ FRT82B ~ M y c  
se sometieron a choque térmico (1 h a 37°C) para inducir la recombinación a las 24-48 y 
48-72 horas después de la puesta del huevo, respectivamente. Para inducir la 
transcripción del marcador Myc se dio un segundo tratamiento de choque térmico dos 
horas antes de la fijación. 
Sobrexpresión de genes por el método GAL4-UAS. 
El m6todo GAL4-UAS (Brand y Pemmon, 1993) permite la sobrexpresión controlada 
de genes. Para ello se utilizan dos tipos de cepas de Drosophia transgénicas. Unas 
expresan el factor de transcripción de levaduras GAL4 en patrones espaciales 
determinados (líneas activadoras) y las otra poseen el transgén que se quiere 
sobrexpresar bajo el control de un promotor que contiene elementos UAS, secuencias 
de ADN a las que se une la proteína GAL4 (líneas efectoras). Mediante un cruce entre 
una cepa activadora y otra efectora se obtienen en la descendencia individuos que 
poseen una copia de ambos tipos de transgenes, de manera que se logra la expresión 
del transgén de interés en el patrón de la línea activadora. 
Histoquírnica. 
La expresión de lacZ dirigida por los transgenes se analizó por tinción con XGal 
(Gómez-Skam~eta y cols., 1995) o por tinción con anticuerpo de ratón anti Bgalactosidasa 
(li700 Promega) revelado con anti rat6n-HRP (Amersham). La señal revelada por estas 
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tinciones aparece en las figuras en color azul o marrón respectivamente. Las tinciones 
con anticuerpos se hicieron como en Cubas y cols.(1991). Los anticuerpos utilizados 
fueron: anti p-galactosidasa (1/200 Promega o 1i2000 Cappel), anti c-Myc (111500 
Mab9ElO Babco), anti Wg (1110 Mab4E6 (Brook y Cohen, 1996), anti Sc (112000 
cedido por S. Carroll), anti Caup (11200 P.Aroca no publicado). anti ratón-FITC (Jackson) 
y anti conejo-LRSC (Jackson). Para la adquisición de las imAgenes con fluorescencia 
en el microscopio confocal (LSM310 Zeiss). las muestras se montaron en un medio 
con Mowiol (Sigma). 
Las hibridaciones N, situ a discos imaginales se realizaron esencialmente según 
(Tautz y Pfeifle, 1989) con las modificaciones descritas en Cubas y cols.(1991) y 
utilizando sondas de ARN o ADN marcadas con digoxigenina preparadas con los ADNc 
de pnr, wg y dpp (kit de marcaje de Boehringer Mannheim). La sefial revelada por este 
tipo de tinci6n aparece en las figuras en color púrpura. 
Construcción de transgenes y transformación de embriones. 
Para preparar los transgenes w n  el promotor de sc (PObDC, P1.8DC. AX2.3DC. 
C1.65DC. H1 .OANP, H1.2ANP y HC3.5ANP) los fragmentos correspondientes se 
clonaron en el plasmido 3.7so-pHSS7 (Martínez y Modolell, 1991 ), y luego fragmentos 
Notl de estas construcciones, que contenían el subfragmento correspondiente y la 
secuencia líder 3.7sc, se clonaron en el plAsmido pLac2O (Schrbder y cols., 1988) que 
permite la transformación en Drosophila. Para preparar el transgen PBO.SDC+sc, se 
insertó un fragmento Clal de aprox. 1 kb que contenía el promotor de sc y el enhancer 
para los grupos proneurales L3 y TSM.a continuaci6n del fragmento PB0.5DC. 
Posteriormente el fragmento resultante se clonó en el plasmido pLac20. Para preparar 
los transgenes con el promotor hsp70 (ANP-A, ANP-B, ANP-C, ANP-D, ANP-E, ANP- 
F, AS1.4DC, SXO.gDC, SC0.5DC, APO.SDC, P0.5DC y PBO.5DC) los fragmentos 
correspondientes se clonaron en el plAsmido HZ50PL (Hiromi y Gehring, 1987). Las 
deleciones terminales del fragmento HC3.5ANP se realizaron en pBluescript 
(Stratagene) tal como se describe en (Sambrook y cols.. 1989). 
La transformación de embriones se realizó a 18°C según se describe en (Rubin y 
Spradling, 1982) y (Roberts, 1986). En todos los casos. la cepa receptora fue @ffi, y 
la mezcla de ADN contenía 0.3 mg/ml del transgen correspondiente mas 0.15 mg/ml 
de pUChsd-3 (Misra y Rio, 1990) como fuente de transposasa. 
Técnicas de ADN recornblnante. 
La purificación de ADN procedente de bacterias y de bacteriófagos. los ensayos 
de hibridación con sondas de ADN, las digestiones, ligaciones, transformaciones y 
selección de plAsmidos transformantes se hizo según (Sambrook y cols., 1989). 
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Las condiciones utilizadas en los experimentos de hibridación a baja estringencia 
fueron: 
- Hibridación durante toda la noche a 37°C en SxSSPE, 5x Denhardt. O.l%SDS, 
200 pglml ADN de esperma de salmón, 43% formamida. 
-Tres lavados a 37°C de 30 min. cada uno en 0.2xSSPE. 0.2%SDS. Las sondas 
se marcaron con [a-32PIdCTP usando el kit Rediprime (Amersham). 
Secuenciación de ADN. 
La secuenciación se realizó mediante el sistema de secuenciación automática 
basado en el kit ABI PRISMTM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction 
(Perkin Elmer). El ensamblaje y análisis de las secuencias se realizó mediante los 
programas GCG de la Universidad de Wisconsisn (Devereux y cols., 1984) y con el 
programa Seqman II (DNAStar Inc.). La comparación de las secuencias de D. 
melanogaster y D. virilis se hizo con el programa Dotter. 
Rastreo en genotecas de expreslbn. 
La búsqueda en genotecas de expresión se realizó como se describe en (Kalionis, 
1995). Se utilizó una genoteca de ADNc de embriones de Drosophila de 9-12 h 
construida en el vector hgt l l  (Zinn y cols., 1988). Como sonda se utilizó el fragmento 
PB0.5DC marcado mediante PCR con las siguientes condiciones: 100 pM d(A,G,T)TP, 
10 mM dCTP, 5 pi [a-32PIdCTP (3000 Cilmmol). 1.5 mM MgC12,0.5 pM oligonucleótidos 
cebadores. La reacción de PCR se realizó en 25 ciclos de amplificación del tipo: 96°C 
15 seg., 55°C 1 min., 72°C 3 min. 
Mutagénesis dirigida. 
La mutagenesis de las cajas GATA se realizó con el kit Muta-Gene Phagemid in 
vitro mutagénesis kit (BioRad) usando como molde la construcción AS1.4DC- 
pBluescript. Las versiones mutadas se secuenciaron para comprobar las mutaciones 
introducidas, y luego se clonaron en el plásmido HZ5OPL para su transformación en 
Drosophila. Para los ensayos de CAT en células embrionarias de pollo, fragmentos 
PstlSall de las versiones mutadas se introdujeron en el plásmido AdhCAT. 
Las mutaciones introducidas en las cajas GATA se disenaron considerando los 
resultados de (Evans y Felsenfeld, 1991). En todos los casos los nucleótidos GAT se 
cambiaron por CTG. En algunos casos se introdujeron mutaciones adicionales en 
nucleótidos adyacentes tal como sigue: 
GATA1 276-TTAACTGCAGAGT; GATA2 525-AGGCAGCT-GAGA; 
GATA3 943-TTCG-TCGAT; GATA4 978-AAAGalTC; 
GATA5 11 77-TGACCTGAAITCC; GATA6 1242-AGAAAGCTT-GTC; 
GATA7 1347-GTGGATCCAG-AA. 
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La mutagénesis de IacajaTAATse realizó sustituyendo esta región por otra rica en 
nucleótidos G-C, tal como sigue: 1253-CGTCATGGTGCGGCCGCAAGGTTATTCT 
Los números indican la posición de la secuencia según la numeración de la Fig. 
12. Los nucleótidos subrayados indican la posición del núcleo GATA o TAAT. Los 
nucleótidos mutados estan en negrita. 
Experimentos de transfecclón y ensayos CAT. 
Estos experimentos fueron realizados por Philippe Ramain tal como se describe 
en Haenlin y wls. (1 997). Los vectores CAT utilizados en estos experimentos contenían 
el fragmento AS1.4DC, subfragmentos de este, versiones mutadas (descritas 
anteriormente) o un tándem de 5 copias de los oligonucleótidos: 
TCGGTAAlTAiTCAGTGCClT~TTAAAGACmCTGAC para 5x(GATA7)MAdhCAT 
TCGGTAATTATTCAGTGCCWTTAAAGACTTTCTG para 5x(GATA7)mUtAdhCAT 
Ensayos de EMSA. 
Los ensayos de retardo con la proteína Pnr se realizaron por Philippe Ramain tal 
como se describe en Haenlin y cols. (1997). Las proteínas fusión GST-PnrDBDl 
(Ala124-Ser292) y GST-PnrDBD2(Alal24-Gly387) se expresaron en E.coli , se 
purificaron y se utilizaron en el EMSA utilizando las siguientes sondas (solo se especifica 
una de las hebras): 
263-CCAAAACAAATATT-GTCAGTGGGGACT para GATA,; 
263-CCAAAACAAATATTAA~AAGTCAGTGGGGACT para GATAimut; 
1337-TAAlTATTCAGTGCCT47%T TTAAAGACmCTGAC-1372 para GATA7 y 
1337-TAATTATTCAGTGCCTTBTTAAAGACTTTCTGAC-1372 para GATATmut. 
Los números indican la posición de la caja GATA según la numeración de la Fig. 
12. Los nucleótidos subrayados indican la posición del núcleo GATA. Los nucleótidos 
mutados estan en negrita. 
Para los ensayos de retardo con la proteína dTCF, se clon6 en la fase de lectura 
correcta un fragmento de PCR con la zona codificante para el dominio HMG de dTCF 
(Leu206-Ser411) en el plásmido pGEX-3X (Smith y Johnson. 1988). La proteína de 
fusión se expresó en la cepa BL21 (DE3)pLysS (Invitrogen) y se purificó tal como se 
describe en Smith y Johnson (1988), con las modificaciones descritas en (Ip y cols., 
1992). Las sondas se sintetizaron y marcaron por PCR alladiendo 2pl [a-32PjdCTP 
(3000 Cilmmol) a la mezcla de reacción (0.1 mM dNTP, 1.5 mM MgCl2, 0.1 pM 
oligonucleótidos cebadores). Como ADN molde se utilizó ASI.4DGpBluescript y los 
oligonucleótidos cebadores fueron: ACCGCAGCAGiTCATTCA y pBluescript KS para 
la sonda 1 ; TiCCGGCGCAAATGC y TAGATGGACTGCAAGTGC para la sonda 2; 
y GGCGATACCCCTTCC y CGGCCGCAATGTTATCC para la sonda 3. Como sonda 
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control se uso el oligonucleótido GGATCCGCACCCmGATCllTCTGGATC de 
doble cadena marcado en sus extremos. Este oligonucleótido contiene (negrita) el 
consenso para la unión de dTCF descrito en van de Wetering y cols. (1 997). Las 
combinaciones adecuadas de cada sonda y las cantidades de proteína descritas en 
cada caso se mezclaron en el tampón 10 mM HEPES (pH 7.9), 50 mM KCI, 1 mM 
MgCl2, 1 mM DlT, 0.5 EDTA, 5% glicerol, 0.07 mgtml de poli(dl-dC) de doble hebra y 
0.5 mM espermidina. Después de una incubación de 30 minutos a temperatura 
ambiente. 10 pl de los 15 pl del volumen de la reacción se cargaron en un gel de 
poliacrilamida al 4'%(30 acrilamida/l bisacrilamida). 
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RESULTADOS 
PARTE I 
CARACTERIZACIÓN DE LOS ELEMENTOS ENHANCER DEL CAS. 
Los elementos enhancer presentes en el CAS controlan el complejo patrón espacial 
y temporal de expresión de los genes proneurales y, de este modo, dirigen los procesos 
que dan lugar a la localización precisa de los elementos sensoriales en la mosca 
adulta. Por ello, el primer objetivo de nuestro trabajo fue delimitar y caracterizar dos 
regiones con actividad enhancer previamente identificadas en nuestro laboratorio 
(Gómez-Skarmeta y cols., 1995). Una de ellas, localizada en las coordenadas 68.6 
62.9 según el mapa de la Fig. 2, dirigía la expresión en el grupo proneural DC. La otra, 
localizada en las coordenadas 6.0-0.0, dirigía la expresión en los grupos proneurales 
ANP, APA-trl,2, GSR, Tgd y Rd (Fig. 2). 
La existencia de estas regiones con actividad enhancer se dedujo a partir de datos 
genéticos y se comprobó posteriormente mediante ensayos de transformación en 
Drosophila (Gómez-Skarmeta y cols., 1995). Estos ensayos consisten en obtener 
individuos transformantes de Drosophila que contengan un transgén con la secuencia 
a ensayar situada junto a un promotor basal que dirige la expresión de un gen marcador 
(como el gen IacZde E. col!). La presencia de elementos enhancer en la secuencia se 
comprueba mediante la detección de un patrón de expresión especifico del gen 
marcador en los tejidos de los individuos transformantes. Con esta tknica definimos 
las regiones enhancer hasta las secuencias mínimas necesarias para la actividad 
enhancer, ensayando la capacidad de distintos subfragmentos para dirigir la expresión 
del gen marcador l a d e n  los grupos proneurales respectivos. Usamos dos tipos de 
transgenes que se diferenciaban en el promotor que controlaba la expresión de lacZ. 
Uno de ellos, contenía el promotor para el gen sc (promotor homólogo) y ademas 
enhancers que dirigen la expresión en las CMOS y en los grupos proneurales TSM y 
L3 (Martlnez y Modolell, 1991). El otro tipo de transgén, contenía el promotor basal de 
las proteínas de choque térmico hsp7O. 
Delimltación de la regldn enhancer ANP-APA, trl, te-GSR-Tgd-Rd. 
Para delimitar esta región enhancer se partió de un fragmento de unas 6 kb. En 
primer lugar se ensayaron 3 subfragmentos en construcciones con el promotor 
homólogo de sc (Fig. 8A). Solamente el HC3.5ANP reprodujo el mismo patrón de 
expresión de ladque el fragmento original (Fig. 8B). Seguidamente, ensayamos varias 
deleciones terminales del fragmento HC3.5ANP en construcciones con el promotor 
heterólogo hsp70. Encontramos una progresiva desaparición de la expresión de IacZ 
en algunos de los grupos proneurales (Fig. 8GE y tabla de la Fig. 8A). Ello indicó que 
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el fragmento HC3.5ANP contiene secuencias independientes necesarias para la 
expresión en los distintos grupos proneurales. Las secuencias especificas para la 
expresión en el grupo proneural APA-trl-tr;! se encontrarían en los 563 pb situados 
entre las construcciones HC3.5ANP y ANP-A; las del grupo Rd en el fragmento de 
446 pb entre las construcciones ANP-A y ANP-B; las responsables de los gmpos ANP 
y Tgd en el fragmento de 634 pb entre ANP-B y ANP-C; y las requeridas para la 
expresión en la GSR se encontrarían en el fragmento de 357 pb entre las construcciones 
ANP-E y ANP-F. En esta última ronda de construcciones con el promotor hsp70 
obsenramos que la expresión del marcador en los gmpos proneurales correspondientes 
se encontraba disminuida con respecto a la del fragmento original ensayado con el 
promotor de sc (Fig. 8ü-E). Como comentaremos posteriormente, creemos que este 
efecto se debe a la menor fortaleza del promotor hsp70 con respecto al promotor del 
gen sc. 
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Dellrnltaclón del enhancer dorsocentral. 
También procedimos a delimitar el enhancer DC en dos rondas de construcciones. 
En la primera, ensayamos wavo fragmentos parcialmente sdapantes del fragmento 
original de 5.7 kb (Fig. 10A) utilizando el promotor de se. Solamente uno de ellos, el 
AX2.3DC, reprodujo la expresión del gen marcador en el grupo DC, con la misma 
intensidad y lomluación que el fragmento de 5.7 kb (Rg. 10B). Los otros fragmentos 
carecian de actividad. Seguidamente analizamos subfragmentos de AX2.3DC. en 
construcciones con el promotor hsp70. Dos subfragmentos dirigieron expresión de 
IacZen el gmpo DC: AS1.4DC, lo hada en el brea precisa en la que se expresan los 
genes proneurales ac y sc (Fig. IOJ), aunque con intensidad menor que la obtenida 
con el fragmento AX2.3DC (Fig. 10ü-D). PB0.5DC, un subfragmento de AS1.4DC, 
también dirigía expresión en el área DC, aunque dbbilmente y limitada a una célula 
que coincide con la CMOS para la queta posterior dorsocentral (PDC) (Fig. 10E y K). 
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El fragmento PB0.5DC también se ensayó cdocándok, 5' de un fragmento de apan 1 kb 
que wntenía el promdor de scy los enhanas de los grupos prwieuralec L3 y TSM, todo 
ello dirigiendo la expdón de la& En este casocaSO se otsewamn grandes diferencias 
enke las líneas kansfonnantes obtenidas. En algunas, la expresión se limitabas laCMOC 
para la queta PüC, mienkas que en otras abarcaba todo d gwpo proneural (Fig. 1 OF-1). 
Asl pues, condulmos que probablemente W la infonnaüón espedal necesaria para 
la expresión de acy scen el gwpo M: está wnten'idaen el íragmento PBO.5DC, pem que 
ceneces'm seaiendes ad i i akw para potenciar los niveles de expresión. Suponemos 
queestasseaisndasdebenestar~,almen<rsenparte,enelfra6lnentoAC1.4DC 
y por lo tanto hemos ulüizado este fragmento m el enhancer mínimo para el grupo DC. 
En lo cucesivo nos referiremos a la qmdón dirigida por AS1.4DC como adivklad del 
enhancer M:, o como actMdad1expfesión DClacL 
El enhancer üC dlilge n i w h  da m 6 1 1  hetero86ipcw en lar edluho dd gnipo 
Al analizar la expresión DCkicZ usando antiaierpos contra la Bgalacbosidasa, se 
~bSe~aq~en0t0daS Las células del grupo pmneural se tiñw por igual: parece haber una 
expresión mayor en las célqhs del grupo proneural que se diferenciarán como CMOS 
[Flg. 13A pandl .CI+). Esta mayor expresión podría explicar pdr qu6 el sUbfragmil1o 
PBD.5DC, que carece de algunas de las secuencias que potendan la actMdad enhancer, 
dirige laexpesión exdushramente en la CM06 para laqu8ta PDC. Sin embargo,también 
hemos obsewado situaciones interrnedlas, corno el caso de una de las líneas 
kancformantes para la conctnñaón ñS1,4DC, que mueska axpresidn en un gwpo de 
células de la regí611 próxima a la CMOC PDC y en el preairsor para la queta anterior- 
dommkal (m) (Fig. 1 OD). 
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dirigida por la const~cciónAS1.4DC (no mostrado). Sin embargo, la expresión dirigida 
por PB0.5DC en la CMOS para la PDC desaparece en discos sclo.1 (no mostrado). Lo 
mismo sucede para la construcción ANPA. que pierde la expresión en algunos grupos 
proneurales en mutantes sclo 1 (Fig. 11 ).Así pues, parece que las proteínas proneurales 
pueden influir en el funcionamiento de algunos enhancers. 
1 GAGGAACAAA GAGCAGTCAO t x i 2 T T n  c'mlwIGm A C W G G A C  
51 AGTCCCAAAA AGCAlWXGT OCOMGCACT ACTGAACAM 
( 101 ACAXAC'lTG CTCTAlTA&C ACGCCACACT GTCTGAAGGC AGTCGGCTTA I 
1 151 ACGAGAMCA AGAATATCCT Xt37B- -m TAAGGAAGGC I 
201 CCCATGATAT ATAARGCCM IUMLT- AAAACCGCAG CAGTTCAlTC 
251 AAATTTTTTG TGGCCAlVUC AARTATT+?+TCA GT-CTA 
1 1 301 TAATWAGT TATTCAAATG CAATAAATCC G C C ~ A C C A A  ACGAGTTGCT 1 
401 TCrCGTATAA GTTXXGTCG ATGATmTA GAA'IT'KCAT TTTCAAmG 
1 
451 AATATAAAAA ACCGCCGCTG CAGGTlTGCA GCmTAAAG TGATCCGCAA 
501 TCTCATTCCT AGTCAGTCGA ARAAAGGT+GAT+AAA GAACAGAAA 
O 
551 TGACTACAAA ATTAAGTACC GAATTTTGTG CCATCGFAAT AGTITPTCGC 
601 CATTTCCCTT TCACGGGTTT AACTGTTAAT TATGTAATTA AATGTAAAGT 
651 CGTGGAACTC G G C G m T T T  CTTGATCAAT ATACACATAT TTCCGGCGCA 
751 CAGATCTTGT TTGGGTGCAG GGñMOI>TCA MTTAWCDC TCMTTTGAG 
801 ATCGCCTGGT CCCTTGAGAT TCGACTGTAA TTGAAATTTT TGCTTTTGAT 
851 CGGAGCCAGA CTTCAGACGG GGCAAACMA AAGACTTTGT TGGTGGTAGG 
901 GTAGGATCGT AAAAAGAACT CAGAACAGAA CCAGAATAAA AATTC* 
951 *TTGTGA GCCTGTAGTC GTACA- W'TCT G T C ~ T  
3 
1001 ACAAAAAAAA GGCAGATATA G-ATAMACT AATGCACTTG 
1051 CAGTCCAATC TAATCG'PJTO C W I i 3 A m  B T T T C  ATTCATCCGG 
1 1101 CGATACCCCT TCCTTTAAAT CTTCCTTTTC CCTTTTTTTA AAGTAAACTG 1 
1 1151 TGAGTCAGCT CATTCATCOA GAACCGTGRC BCCG CCTCTTTATT 1 
- 5 
1201 TTCGATATGA CAAACACGCG TGAATAGCGT CMACGTTTT T A G A G C ~  
T- AGGlTATTCT TGTAGGCAGG ATAACATTGC 
- 
- 
' -m 12 SeaienOs del 
unóbga de D. uhms (ver anexo 1). Los nudaóüáos em>aiuidos mrespmdm a &m -m GATA. los sukmyados a 
*as TMT y los somkeedos a &m mnsenm E (rosa) y N (manido). El númem de acceso GenBanklEMBL para esta 1 
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El enhancer DC contiene rnotlvos de unión para factores de transcripción. 
El fragmento AS1.4DC se secuenció y se buscaron en su secuencia posibles sitios 
de unión para factores de transcripción (Fig. 12). La secuencia contiene varias cajas 
que cumplen el consenso para la unión de factores de la familia GATA-1 y más 
concretamente para la proteína Pnr (cajas de la Fig. 12). Estos factores de transcripción 
reconocen con sus dominios de tipo dedos de Zinc secuenciasMGATAAIG y GATAAG, 
respectivamente (Evans y cols., 1988; Haenlin y cols., 1997). La función de Pnr como 
regulador del enhancer DC y la funcionalidad de estas cajas consenso se tratara 
posteriormente. En la secuencia tambi6n se encuentran cajas TAAT, de unnin de 
homeoproteinas, y motivos E y N de unión de proteínas tipo bHLH. La posible función 
de estas ultimas cajas se desconoce (ver Discusión). Sin embargo, el motivo TAAT 
subrayado en la Fig.12 es importante para el funcionamiento del enhancer, ya que la 
mutagbnesis del mismo anula completamente la actividad DC-IacZ (datos no 
mostrados). 
Conservación evolutiva de la secuencia del enhancer DC. 
Esta aceptado que las secuencias no codificantes ~ 0 n ~ e N a d a ~  entre especies 
suficientemente distantes desde el punto de vista evolutivo, probablemente 
corresponden a regiones con un importante papel regulador o estructural. En cambio. 
otras regiones de ADN meramente espaciadoras o sin función importante pueden 
divergir ampliamente al verse libres de una presión selectiva. Estos criterios de 
funcionalidad para la homología entre secuencias de diferentes especies son la base 
de los estudios comparativos de elementos enhancer. D. melanogastery D. virilis, dos 
especies que se separaron filogenbticamente hace unos 60 millones de afios (Beverly 
y Wilson, 1984), se utilizan frecuentemente para analisis de este tipo. Así pues, 
emprendimos la secuenciación de la región de ADN correspondiente al enhancer DC 
en D. virilis. Previamente D. Beamonte en nuestro laboratorio clonó el CAS de D. 
vinls (Beamonte, 1990) y encontró que la organización general de dicho complejo es 
la misma en ambas especies. Así, los genes ac, sc, I'sc y ase se encuentran en 
posiciones analogas y separados por ADN no transcrito de longitud equivalente, aunque 
1 .8 veces mayor en D.virils que en D. melanogaster. Por lo tanto, era probable que el 
enhancer DC se encontrara en D. virilisen la región 5' del gen ac, tal como ocurre en 
D. melanogaster. Para identificar las regiones homólogas, realizamos hibridaciones a 
baja estringencia con fragmentos del fago AMS107, que contiene el gen ac de D. 
virilis, así como 16 kb de ADN genómico en dirección 5' del mismo. Utilizamos como 
sondas el fragmentoAS1.4DC y subfragmentos de este (AP0.5DC, POSDC, PB0.5DC). 
Dos fragmentos de hMS107 hibridaron con dichas sondas (no mostrado). 
Secuenciamos estos fragmentos, así como la región comprendida entre ellos. La 
comparación de la secuencia obtenida (un total de 6.1 kb, ver anexo 1) con la secuencia 
de AS1.4DC reveló la presencia de zonas conse~adas que aparecen sellaladas en la 
Fig. 12 con un sombreado verde. 
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Los datos de conservación interespecifica permiten dividir el enhancer DC en tres 
zonas (puntas de flecha en Fig. 12). Las zonas correspondientes a los fragmentos 
AP0.5DC y PB0.5DC tienen grandes Breas conservadas, mientras que la zona 
intermedia, correspondiente a P0.5DC, solamente posee unos pocos pares de bases 
C O ~ S ~ N ~ ~ O S .  Algunos de los sitios consenso para la unión de factores de transcripción 
que se encuentran en el enhancer DC estan C O ~ S ~ N ~ ~ O S  interespecíficamente, un 
posible indicio de su importancia funcional. 
Identificación de factores de prepatrón para el enhancer DC. 
Con el fin de identificar factores desconocidos que pudieran unirse al enhancer 
DC, realizamos un rastreo en genotecas de expresión para Drosophila. Dicha t6cnica 
se ha utilizado ampliamente para buscar factores que interaccionen con secuencias 
definidas de unos pocos pares de bases (Singh y cols., 1988). Sin embargo, nosotros 
utilizamos como sonda el fragmento PB0.5DC, al no poder delimitar más finamente la 
importancia funcional de las secuencias del fragmento ASl.4DC. Identificamos un 
único clon con unión especifica al fragmento PB0.5DC que resultó contener secuencias 
correspondientes a la isoforma p69 del gen tramtrack (ti@ (Harrison y Travers, 1990). 
Esta isoforma codifica un factor con dos dominios dedos de Zinc que reconocen 
especificamente las secuencias TTATCCG identificadas en el elemento enhancer 
"cebra" del gen fushitarazu, unión que determina la represión de dicho gen en estadios 
embrionarios (Hanison y Travers. 1990; Read y Manley, 1992; Brown y Wu, 1993). En 
discos imaginales de la tercera fase larvaria, la proteína Ttk p69 se expresa de manera 
generalizada, a excepción de unas pocas c6lulas que, por su localizaci6n, parecen 
corresponder a los grupos proneurales (no mostrado). Posteriormente, en estadios 
pupales, se ha descrito que Ttk p69 se expresa en una de los dos c6lulas hijas de las 
CMOS, expresión que se ha relacionado con una función en la determinación dedicha 
c6lula como órgano sensorial externo (Guo y cols., 1996; Ramaekers y cols., 1997). 
El fragmento PBO.5DC contiene un sitio consenso para unión de la proteína Ttk 
p69 (posición 1287 en la Fig. 12). Sin embargo. dicho sitio de unión no esta conse~ad0 
interespecificamente y por lo tanto, la unión de Ttk a PB0.5DC en el experimento de 
rastreo podría no corresponderse con una interacción funcional in vivo. El patrón de 
expresión de Ttk p69 en discos imaginales tampoco sugiere una posible función de ttk 
como gen de prepatrón especifico para la región DC del disco imaginal. Asi pues, 
decidimos no continuar investigando la posible relación funcional in vivoentre ttky el 
enhancer DC. por alejarse de nuestros objetivos iniciales. 
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PARTE II 
REGULACION DEL ENHANCER DC POR EL PREPATRON DEL DISCO 
IMAGINAL. CONTRIBUCION RELAiiVA DE pnrY wg. 
Antes de comenzar el trabajo de esta tesis, Pannier y Wg habían sido involucrados 
en el control de la expresión de ac-scen el grupo proneural DC y se había supuesto 
que eran componentes del prepatrón que especifica esta región del disco imagina1 
(Phillips y Whittle. 1993; Ramain y cols., 1993). La presencia en el enhancer DC de 
sitios consenso de unión para factores de la familia GATA-1, nos impulsó a estudiar la 
posible función de Pnr como regulador directo del enhancer DC. Asimismo, nos 
planteamos como objetivo investigar cuál era la contribución relativa de los genes pnr 
y wg a la expresión mediada por el enhancer DC. 
Pnr es un activador transcrlpclonal en la región DC. 
En 1993, se propuso que Pnr era un regulador de ac y sc en la región DC (Fig. 4; 
Ramain y cols., 1993). Sin embargo, se ignorabasi este factor de transcripción actuaba 
directa o indirectamente sobre la transcripción de estos genes. Asimismo, debido a la 
dificultad de interpretar los datos moleculares de las mutaciones pnr, se ignoraba si su 
función era activadora o represora en la regulación del grupo proneural DC. 
Con el fin de averiguar si Pannier tiene un efecto activador o represor sobre la 
expresión DC-IacZ. analizamos la expresión de este transgén en distintas 
combinaciones mutantes para pnr (Fig. 13). Una condición heterocigota para el alelo 
amorfo pnrvm produce una drástica disminuaón de la expfesibn dirigida por el enhancer 
DC (Fig. 13 panel VX6/+). La expresión desaparece completamente y de manera 
autónoma, en clones de recombinación mitótica homocigotos para pnrvm(Fig. 138). 
As1 pues, pnr es un activador de la expresión dirigida por el enhancer DC. 
Combinaciones hipomorfas pnr también afectan severamente la actividad DGlacZ 
C. El grupo pmneural DC. definido por la e&esidn ~ ~ - l a c Z &  incluido dentro del dominio 1 
mr la e m d n  de UASGFPen discos D~W''~' 
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(Fig. 13A) La intensidad de la expresión en estas combinaciones nos ha permitido 
ordenar los alelos hipomorfos de pnr en función del grado de pérdida de función. Así, 
de los dos alelos hipomorfos. pnflDw7parece tener más producto funcional que pnrvl 
con respecto a su capacidad para activar la expresión de DC-la& 
De acuerdo con la función activadora de pnr cobre el enhancer DC y con su 
requerimiento autónomo, el grupo DC se localiza dentro del dominio de expresión de 
pnr, tal como indica la expresión dirigida por el enhancer DC en discos imaginales en 
los que el dominio de expresión de pnrse ha revelado mediante el transgén UAS-GFP 
dirigido por la línea GAL4 pn f lDa7  (Fig. 13C). 
Pnr lnteracciona directamente con el enhancer DC. 
En el enhancer DC se encuentran 7 posibles sitios de unión para la proteína Pnr. 
Tres de ellos (cajas numeradas como 1, 2 y 4 en la Fig. 12) se ajustan al consenso Al 
TGATAA/G de unión para factores de la familia GATA-1 (Evans y cols., 1988). Otros 
tres (cajas 3, 5 y 6) cumplen el consenso GATAAG deducido para la proteína Pnr 
(Haenlin y cols., 1997). Y uno de ellos (caja 7) cumple ambos tipos de consenso. 
Determinamos la función de estas cajas mediante experimentos de mutagénesis 
. . S -  
?. En F se indican las cajasque fueron mutadas en cadacaso. Las cnnüdades del vector de expr& para Pnr fueron O. X). 40 y 80 
g. en E; y 0.40 y 80 ng. en F. Los experimentos moctrados en D-F fueron realizados por Philip(>e Ramain. 
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dirigida. Así, ensayamos la capacidad de AS1.4DC para dirigir la expresión de lacZen 
el grupo DC cuando se alteran uno o varios de los posibles sitios de unión de Pnr (Fig. 
1 4A-C). 
Disenamos varias construcciones con diferentes combinaciones de cajas GATA 
mutadas, teniendo en consideración la posible funcionalidad de cada una de estas 
cajas. Para ello evaluamos tres criterios: la posici6n de las cajas GATAen el enhancer 
DC, la homología con los dos consensos de unión, y su ubicación en un área de 
conservación interespecífica. Encontramos que la mutagénesis de algunas de las cajas 
o de combinaciones de ellas, disminuye la intensidad de expresión (Fig. 14B), mientras 
que la mutagénesis simultánea de todas las cajas la suprime por completo (Fig. 14C). 
Estos resultados sugieren que Pnr actúa directamente uniéndose a las cajas GATA 
del enhancer DC. Además nuestros datos indican que para una óptima actividad 
transcripcional. es necesario un cierto número de sitios de unión para Pnr en el 
enhancer. 
La interacci6n de la proteína Pnr con las cajas GATAdel enhancer DC se confirmó 
gracias a la colaboración de Philippe Ramain, quien realizó dos tipos diferentes de 
ensayos. Por un lado, Ramain realizó ensayos de retardo en gel con oligonucleótidos 
correspondientes a dos de las cajas GATA del enhancer DC (GATA 1 y 7) más sus 
secuencias flanqueantes, así como con versiones de estos oligonucleótidos con las 
cajas GATA mutadas. En estos ensayos, la proteína Pnr reconoci6 ambas cajas GATA, 
pero no se uni6 a las versiones mutadas de las mismas (Fig. 14D y no mostrado). 
En el otro tipo de ensayos, se usaron células embrionarias de pollo para analizar 
la capacidad transcripcional activadora de Pnr mediada por las cajas GATA del 
enhancer DC. Para ello, se midieron los niveles de actividad CAT (cloranfenicol 
acetil transferasa) en c6lulas que expresaban Pnr y que portaban construcciones 
para la expresión del gen marcador CAT bajo el control de los oligonucleótidos GATA1 
y GATA7 utilizados en el experimento de retardo (Fig. 14E y no mostrado), o de los 
fragmentos AP0.5DC, PO.5DC y PB0.5DC del enhancer DC (Fig. 14F). En los 
experimentos con oligonucle6tidos. solamente la versi6n silvestre del oligonucleótido 
GATA7 mostró actividad (Fig. 14E y no mostrado). En los experimentos con 
subfragmentos del enhancer DC, solamente PB0.5DC pudo mediar la expresión del 
gen marcador (Fig. 14F). También se ensayaron, mediante esta técnica. la actividad 
de las versiones mutadas del fragmento PB0.5DC que nosotros utilizamos en los 
experimentos de mutag6nesis en Drosophila. Los resultados mostraron que la 
mutagénesis de una o dos de las cajas GATA de este fragmento disminuye la 
activación mediada por el mismo y que la mutagénesis simultanea de todas las 
cajas presentes (GATA 5. 6 y 7), suprime dicha activación (Fig. 14F). Este último 
resultado corroboró nuestra observación de que son necesarias varias cajas GATA 
para un correcto funcionamiento del enhancer DC. 
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La proteína Wg es necesaria para la adlvldad del enhancer DC. 
En el territorio de notum de discos imaginales de tercer estadio larvario, wg se 
expresa en una banda de células perpendicular al eje antero posterior. La proteína 
Wg se segrega al espacio intercelular y parece que puede difundir hasta 25 diámetros 
celulares (Cadigan y cols., 1998), aunque mediante técnicas inmunocitoquímicas 
solamente se detecta a muy poca distancia de las céiulas que la sintetizan. Para 
definir la posición del grupo proneural DC con respecto al gradiente de concentración 
de Wg en discos de tercer estadio larvario, realizamos dobles tinciones para visualizar 
la expresión DC-IacZy la de Wg. La expresión DC-IacZse encuentra fuera del centro 
de la banda de acumulación de Wg pero, como puede apreciarse en la Fig. 15, Wg se 
detecta en una parte de las células del grupo proneural DC. Considerando la baja 
sensibilidad de la tinción con anticuerpo y la proximidad al centro de la banda de Wg. 
está claro que todas las células que forman parte de este grupo proneural reciben Wg, 
pero en diferentes cantidades. 
La expresión DC-lacZen combinaciones mutantes wg hipomorfas. muestra un 
requerimiento de la función wg. Así, el alelo nulo wgCX4 en heterocigosis solo permite 
una expresión reducida. Esta se reduce aún más en la combinación alélica hipomorfa 
wgCX4IwgCX3 (Fig. 158). NO obstante, hay que destacar que estas reducciones no 
modifican la localización de la expresión, que sigue en la región DC, a pesar del cambio 
de orientación del gradiente de Wg (punta de flecha en la Fig. 158 ) y de la nueva 
concentración de Wg en la zona (Fig. 158). Estos resultados se verificaron mediante 
el análisis de clones de recombinación mitótica homocigóticos para el alelo nulo &x4. 
Los clones, a pesar de modificar escalar y vectorialmente el gradiente de Wg. no 
afectan la localización de la expresión DGlacZ. Solo disminuyen su intensidad, de 
G D  Eiqxesión DClacZ(rojo) en discos bnaginakis en bs  que se han 
induddo dones homodgoms para el aleb1bgCX4, mm&s por la 
d a  de m d a  myc (mal verde). 
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manera más drástica cuanto más grande es el clon mutante (comparar Fig. 15C con 
Fig. 15D). Estos resultados indican que la posición del grupo proneural DC no esta 
determinada por el gradiente de Wg. 
La expresión espaclalmente restringida de la proteina Wg no determina la 
locallzaclón del grupo proneural DC. 
La relación espacial entre la banda de wg y el gwpo DC, y el requerimiento de Wg 
para la expresión en este grupo proneural (Phillips y Whilüe, 1993), han propiciado que 
wg sea considerado como uno de los genes que determinan la posición del grupo 
prwieural DC a lo largo del eje dorso-lateral (Phillips y Whilüe, 1993; Tomoyasu y cols., 
1998). De ser así, la expresión DC-law'deberia cambiar de posición al modificar d 
gradiente de Wg. Como ya hemos visto, nuestros resultados con condiciones wg 
hipomorfas no apoyan esta proposición. Tampoco se modifica la pociaón de la expresión 
DC-IacZal expresar ectópicamente wg en discos imaginales mediante la técnica GAL4 
UAS. Así, en di- imaginales en 106 que wgse sobrexpresó en el dominio de expfesión 
de pnr (lima pnrGAL4) o en una región h i l a r  a la definida por la expresión del gen 
dpp (linea c734), no se alteró la expresión de DGlacZ (Fig. 16A y E). Tampoco se 
I J ~ S ~ N ~  ninguna alteración al cobrexpresar wgen el mismo gwpo proneural DC (línea 
c253, no mostrado). Identicos resultados se obtuvieron al sobrexpresar factores que 
patticipan en la vía de transducción de Wg, como una forma alterada de la proteína Arm 
(UAS-8misio ; van de Wetering y cols., 1997) con actividad constitutiva (Fig. 16C). 
Así pues, nuestros redados mueslran que si bien Wg es necesaria para unacorreda 
activación del enhancer DC, d gradiente de esta proteína no determina la posiaón del 
g ~ p o  proneural DC en el disco irnaginal de ala. 
Los componaliea lnbacalulares & la vía detnnsduoclón de Wg probablemente 
actúan sobre el enhanwr DC. 
Las últimos componentes de lavía de transducción de Wg anioddos son las proteínas 
Ami y dTCF. La unión de dicho complejo al ADN está mediado por dTCF, una proteína 
con un dominio HMG que reconoce las secueMas CCllTGAITAIT (van de Wetering y 
cols., 1997). Parece probable que el complejo ArmdTCF parücipe en la activación del 
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enhancer DC, ya que éste contiene varios sitios muy parecidos a los consensos 
de unión descritos para estos complejos (Fig. 17A). Comprobamos la capacidad 
del dominio HMG de la proteína dTCF para reconocer secuencias en el enhancer 
mediante experimentos de retardo en gel. Pudimos observar la formación de 
complejos entre la forma de dTCF purificada a partir de extractos de E.coliy varios 
fragmentos del enhancer DC (Fig. 178). Ademas, la sobrexpresión en discos 
imaginales de una forma dominante negativa del factor dTCF (UAS-dTCpN; van 
de Wetering y cols., 1997) produce una disminución de la expresión DC-lacZ, tal 
como sería esperable en una condición de falta de función de la vía de Wg (Fig. 
17C). Así pues, es probable la presencia en el enhancer DC de sitios de unión 
funcionales para los complejos ArrndTCF. 
s ~ ~ e ~ c ~ ~ s , ' ~ ~ l  enramt DC; 'A. 
Esquema del fragmento AS1.4DC semalando la posiaon de lascajas consenso 
para la unirán de dTCF. Loscircubs azules y rosas indican respectivamente las 
caiesmnun>o&snudedodosMntosaksdela~msensodescnta 
Wetericg y mls. (1987). Laa pumas de flecha Indican que la caja se 
enaien~aen umregb%6namDarvadaD. mmbmg&wy D. vwills. La 
~ d e l a s ~ ~ n h F g . 1 2 e a : 4 . 2 1 . 3 1 2 9 9 5 , 9 6 7 , 3 9 8 , 4 4 4 , ~ í  
608,717.884,IOn. 1142 Y 1228. B. Emerlmen<wr de retardo en gel con la 
proielna diCF puifmda a p d r  de emmicm de E.&. Laa canfidades de 
poieina en el ensayo hieron de O, l. 10.125.250 y 5Oü cg. Como sondas se 1 
&rizaron b s  fragmentos de AS1.4üC que m senalan en A Y  como control, un 
olgonudeóiido que contenía un siüo consenso para dTCF (ver Materiales y I 
C. Expresión -1scZen undi-degenofjpo c765 UASfiGplN.. 
C . . 
A 
v v v v v v 
* - * * t * s * - -  
sorda 1 sorda2 sonda 3 
B sonda 2 sonda 1 sonda 3 oligo control 
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Contribución relathra de Pnr y Wg a la expieslón dirigida por el enhancar DC. 
Tanto Pnr, mediante su unión a las cajas GATA, como Wg, indirectamente mediante la 
activación de proteínas subordinadasde su víade transducción, patikjpan en la activación 
de la expresión génica a través del enhancer DC. Ahora bien, teniendo en consideraa6n 
que la expfesión de wg está regulada por Pnr (Calleja y cols., 1996). cabe preguntarse 
cuál eslaimportanaarelafivadeestasdospotelnssparala~en elgnipopwieval 
DC. Para elb, intentamos mcatar la ausenciade aclivbd DClacZde l o s d i i  mutantes 
pn f l - IW6  mediante h sobrexpresión de bs transgenes UAS-pnr y UASarmslo 
(una fonna mutante de m q u e  mimetiza una aclivación constihitiiva de la vía de Wg). En 
los d b  imaginales de genoüpo p n f l ~ 7 I p W B n o  hay expresión DCkicZdebido a la 
condición hipomorfa para pnr(Fg. 188). a pesarde que laexpresión de wgestáexpandia 
dorsalmente respecto a discos silvestres (Fg. 18F). Así pues, la presencia de Wg incluso 
en mayores cantidades que en condiciones silvestres, no puede suplir la ausencia de Pnr 
para amar la expresión en el g ~ p o  proneural DC. La activación adicional de la vía de 
transducción de wg en estos d i ,  mediante la sobrexpresión de la línea UASarmSlo 
en el dominio de expmión de pnr, no rescata la expresión DCkicZ(no mostrado). Sin 
embargo, la sobrexpresión de pnr(UAS-pnr) si restablece la expresión DClacZen ectos 
di- mutantec (Fg. 18C), a pesar de que en estas condiciones wg se expresa en un 
dominio más restringido que en los discos silvestres (Fig. 18G). Si además de cobrexpresar 
UAS-pnr, se sobrexpcesa simuk4nearnente UAS-armSf0, el resukado no se modifica 
(comparar Fig. 18C con Fig. 18D), del mismo modo que la sobrexpresión de UAS-wg 
o UAS-mFlono afecta la expresión DClacZen discos silvestres (Fg. 16). 
Gen diacos imaginalesdegeatipos: (wl) (*.E), W W P ,  F). U A S p K ; V W  
(C. a). y W S - & n P ~ O . , U A s p U : ~ @ W  (D, H). En estas didanes el alelo puuiznachla avno 
a pera la n o b r e ~  de bs bansienes UAS. La e m d ó n  de üGW (A-D) y de *g (E-H) 
a 
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A diferencia de wg, la sobrexpresión generalizada de pnr (línea c765) sí altera la 
expresión DGlacZ, que se expande hacia la región lateral del disco imagina1 (punta 
de flecha, Fg. 19A). También induce expresión eciópica aunque débil en el territorio 
precursor del ala aduk (asterisco, Fg. 19A). Así pues, el patrón de expresión restringido 
de pnr en la parte más dorsal del disco delimita lateralmente la posición del grupo 
proneural DC, mientras que wg solo desempefia un papel permisivo en la activación 
del enhancer DC. 
7~~ ~~ 
el -partimento ant- del k precursor del ala (A. aderis&).'~n astss m n d i i &  ngm e & e m  ecWc&en<e en el 1 
mtum (E. corchetes). C. Fetwtimde las masuis c765 UAUair. D-G Exmesh ' dB DC-IacZvde wendisms imaginales mutantes 
pnrde ¡& gendpogindicados.'~. Expresión de wgen un di& imagina; c734 UAS-jmr. L lriagenmnfocal de undism UAS-Gff/ 
m W 7 t e i l d o  ccn anticuemo ano Wa (canal roio). (GFP. aoteina fluorescente verde). 
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PARTE III 
OTROS ELEMENTOS DEL PREPATRÓN. REGULACIÓN ENTRE LOS GENES 
DE PREPATR~N. 
Hemos visto que la sobrexpresión generalizada de pnr expande la expresión D G  
lacZ a varias regiones del disco imaginal. Sin embargo, no lo hace hacia el territorio 
dorsal del primordio. Esto puede deberse a la presencia en esta región del factor Ush 
que se expresa en un dominio ligeramente más restringido que el de pnr (Fig. 5D; 
Cubbada y cols., 1997). Como se ha comentado en la introducción, Haenlin y cols. 
(1 997) han propuesto que Ush actuaría secuestrando o titulando a Pnr en la zona más 
dorsal del disco imaginal, mediante la formación de heterodimeros Pnr-Ush. En efecto, 
las mutaciones hipomorías ush producen una expansión de la expresión dirigida por el 
enhancer DC hacia el territorio dorsal, mientrasque la sobrexpresión de Ush en el territorio 
de pnr (UAS-ush; pnW233 suprime la expresión mediada por el enhancer (Cubbada y 
cols., 1997). Por tanto, Ush actuaría como un regulador negativo de la expresión en el 
grupo proneural DC, antagonizando a uno de sus activadores, y de esta manera. 
establecerla el limite dorsal del grupo proneural DC. 
Sin embargo, este modelo de la función de Ush no explica las diferencias de expresión 
DGlacZentre discos pnPilpnrvf y pnPV+ (comparar Fig. 19D con Fig. 19F). La proteína 
mutante PnrDl posee una mutación puntual en uno de los dominios dedo de Zinc 
involucrado en la unión con Ush, pero tiene intactos los dominios implicados en la 
activación transcripcional (Fig. 4E). Así pues, en los discos pnflllpnrv' la expresión de 
DGlacZse expande dorsalmente (Fig. 19D), de acuerdo con la incapacidad de Ush 
para titular la forma PnrDl. Sin embargo, en los discos pnPll+ esta expansión no 
ocurre (Fig. 19F), a pesar de poseer más dosis de pnrpotencialmente activadoras que 
los discospn@Vpnrvi @nrvi es un alelo fuertemente hipomorio). En base a la diferencia 
entre ambas combinaciones mutantes (la presencia de una copia silvestre para el gen 
pnr, en lugar del alelo hipomorío pnrvl) proponemos que los dímeros Pnr-Ush pueden 
actuar. no solo como tituladores de la función activadora de pnr, sino tambien como 
represores de la transcripción mediada por el enhancer DC. Esta función represora de 
los dímeros Pnr-Ush podría además explicar la dualidad de la función de Pnr como 
activador y represor de wg que describimos a continuación. 
Pannier activa y reprlme a wg en el primordio de notum. 
En el territorio de notum de los discos imaginales de tercer estadio larvario, la banda 
anterc-posterior de Wg se encuentra sobre el limite lateral de expresión de pnr (Fig. 191). 
La correspondencia tan precisa entre los contomos de expresión de ambos genes, sugiere 
una regulación mutua. Wg no parece regular apnr, puesto que en discos wgcx4/*3 la 
expresión depnrno se afecta (Fig. 20A). Sin embargo, Pnr si parece regular a wgpuesto 
que como ya hemos mencionado anteriormente, laexpresión de wgse altera drásticamente 
en distintas combinaciones mutantes para pnr(Fig. 7G-I; Calleja y cols., 1996). 
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De acuerdo con la localización de Wg en la región de máxima actividad de Pnr, en 
donde probablemente no existe titulación por Ush, hemos encontrado que Pnr activa 
a wg. Así, la sobrexpresión de UAS-pnr, bien de manera ubicua (Iínea c765, Fig. 199) 
o más restringida (línea c734, Fig. 19H). activa ectópicamente la transcripción de wg 
en las &reas correspondientes del primordio de ndum, a excepción de la zona más 
dorsal, probablemente debido a la presencia en esta región del antagonista Ush. 
Además, en discos mutantes para la combinación antimorfa dominante de falta de 
función pnrwflpnrvf, el marcador wg-IacZno se expresa en el ndum, mientras que 
en discos de genotipo pnP11pnflD237, una combinación dominante de ganancia de 
función en la que no es posible la titulación por Ush, este marcador se sobrexpresa en 
toda la zona dorsal del disco (Fg. 7H; Calleja y cols., 1996). 
En otros experimentos, en cambio, hemos detectado una actividad represora de 
Pnr sobre wg. Así, combinaciones hipomorfas fuertes, como pnflDa7/pnrvX6 (Fig. 
18F) o p&"lpnr~6 (no mostrado) muestran una expansión dorsal de la banda de wg 
que puede corregirse expresando UAS-pnr (discos UAS-pnc pnflDrJ7Ipnrw8 Fig. 
180). Esta función represora de Pnr sobre wg parece estar restringida a la zona más 
dorsal del primordio de notum, lo que nos indujo a pensar en una posible participación 
de Ush en este efecto represor. En efecto, de manera similar a lo que ocurre con la 
expresión DGlacZ, los discos pnPf/+ muestran un patrbn silvestre de wg (Fyl. 19G) 
mientras que en los discos pnPflpnrvf este patrón se expande dorsalmente (Fig. 
19E). Además. la expresión de wg se expande dorsalmente en combinaciones 
hipomorfas de ush y se elimina al sobrexpresar el transgbn UAS-ush con la línea 
pnNDrJ7 (Marc Haenlin, comunicación personal). Todos estos datos indican que los 
heterodlmeros Pnr-Ush actúan como represores transwipcionales tanto de wg como 
de ac-scen la región más dorsal del notum. 
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PARTE IV 
PREPATRÓN PARA EL GRUPO PRONEURAL DC EN EL EJE ANTERO- 
POSTERIOR. 
Los experimentos anteriores indican que pnry ushestablecen las claves topográficas 
que definen el grupo proneural DC a lo largo del eje dorso-lateral. El enhancer DC 
debe recibir claves posicionales adicionales que delimiten su actividad en el eje antero- 
posterior. La presencia de dichas claves posicionales se pone de manifiesto en las 
condiciones de ganancia y pérdida de función de pnry ush. Asi, tanto la sobrexpresión 
ubicua de UAS-pnr(Fig. 19A), como la falta de función de ush (Cubbada y cols., 1997, 
y combinación pn@llpnrvl Fig. 190) expanden la expresión de DGlacZ lateral y 
dorsalmente, respectivamente, pero tan solo en una banda de células restringida a lo 
largo del eje anteroposterior. El gen dpp, debido a su cualidad de morfógeno y a su 
patrón de expresión restringido a lo largo de este eje. es un candidato a regular la 
expresión en el grupo proneural DC. Para explorar esta posibilidad realizamos algunos 
experimentos de sobrexpresión mediante la técnica GAL4lUAS. 
Dpp afecta la expresión de DGlaci, as1 como el prepatr6n general del disco 
Imaginal. 
En el territorio de notum de discos imaginales de tercer estadio, dpp se expresa 
en una banda discontinua de células inmediatamente anterior al borde de 
compartimento AIP (Sanicola y cols., 1995). El grupo proneural DC se encuentra 
situado en el compartimento anterior separado de la banda de expresión de dpp por 
unos cuantos diámetros celulares (Fig. 21A). Por tanto, es posible que el enhancer 
DC responda al gradiente de Dpp, activándose dentro de un rango de concentraciones 
definido de este morfógeno, tal como se ha descrito para los enhancers responsables 
de la activación de los genes optomotor-blindy spaifen el primordio de ala (Lecuit y 
COIS., 1996; Nellen y cols., 1996). De ser así. un incremento en las concentraciones 
de dicho gradiente debería desplazar la posición del grupo DC hacia posiciones 
más anteriores. Examinamos la validez de esta hipótesis sobrexpresando dpp en 
distintos grados. Ello se consiguió mediante experimentos con varias líneas UAS- 
dpp, sometidos a diferentes temperaturas (se ha demostrado que el sistema GAL41 
UAS actúa más eficientemente a 25°C que a 17"C), y usando también el transgén 
UAS-tk@, una forma activada constitutivamente del receptor de tipo I para Dpp 
(Nellen y cols., 1996). 
Una modificación drástica del gradiente de dpp se consigue sobrexpresando el 
transgén UAS-dpp de manera generalizada (línea c765). En este caso, y a 25°C se 
elimina completamente la expresión DGlacZ y se produce un gran sobrecrecimiento 
del disco (no mostrado) que impide su desarrollo posterior, ya que las moscas mueren 
poco después de la pupación. En los experimentos a 17"C, la expresión DC-IacZse 
reduce a unas pocas células del grupo proneural, y además aparece expresión ectópica 
Resultados 40 
imaginales. A. Expresih de DCW (azul) con respecto a la de dpp ( W r a )  en un disco imaginal de tercer estadio 
larvario. BE ExpesMn W W e n  discos haginaks mn gradienfes de Dpp alterac!us medmte la dfexpe&n de diferentes 
lmnsgenesmn di- lineasadhhasGAL4 yensayahsa17"Co 25%. según se indiceen kxipanelesmnespondientes. 
FI ExpesMn de DC-laci(verde) y de Se (rojo) en dismsimaginalesde losgendpos indicados y ensayados a la temperatura 
aue se BSOBF~~~PB en los paneles. 
en la zona lateral inmediatamente anterior al grupo proneural DC (punta de flecha en 
la Fig. 21C). Los adultos resultantes tienen fenotipo de quetas extra en la región DC 
(Fig. 7F; Mullor y cols., 1997). La sobrexpresibn de U A S - W  con la línea c765 tiene 
efectos similares a los obtenidos con el transgén UASdpps. 
La sobrexpresión de UASdppscon la línea dppGAL4 produce una modificación 
más sutil del gradiente de dpp, ya que altera dicho gradiente aumentando los niveles 
de producción en su fuente de origen. Estas condiciones también producen un 
sobrecrecimiento del disco imaginal y una disminución de la expresión dirigida por el 
enhancer DC, siendo estos efectos más acusados a 25°C (Fig. 21 E) que a 17°C (Fig. 
21 D). Sin embargo, la posición del grupo proneural revelada por la expresión de DC- 
l a g  no se modifica notablemente a ninguna de las dos temperaturas (Fig. 21 D-E), y 
los adultos o son completamente normales (17%) o tienen defectos en la región 
escutelar (25"C), pero no tienen el patrón de quetas DC alterado. La sobrexpresión, 
en experimentos similares, de otro transgén que produce menores niveles de Dpp 
(UASdppw) no tiene ningún efecto, ni sobre la expresión de DC-las, ni sobre el 
fenotipo de las moscas resultantes (no mostrado). 
Así pues. en base a nuestros resultados, si bien alteraciones en el gradiente de 
dpp pueden modificar la expresión de DC-las, no parece que el gradiente de Dpp 
contribuya, a modo de morfógeno, a definir la posición del grupo proneural DC. Sin 
embargo recientemente, Tomoyasu y cols. (1998) han propuesto a dpp como parte 
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del prepatrón que define la posición del grupo proneural DC, actuando a modo de 
morfógeno. Dicha conclusión se deduce de experimentos de ganancia (UAS-Lkvao) y 
pérdida de función para dpp en los que observaban la alteración del palr6n de expresión 
dirigido por la construcción 5.7 kb DC publicada en (Gómez-Skarmeta y cols., 1995). 
Dada la discrepancia entre nuestros resuitados y los obtenidos por estos investigadores, 
y considerando que la construcción 5.7kb DC contiene, además del enhancer DC, el 
enhanmr que dirige la expresión en las CMOS, decidimos analizar la expresión de la 
proteína Sc en los discos c765 UAS-tkv. 
La expresión utiwadel receptor activado de Dpp alteradrásticamente la expresión 
de Sc. Tanm a 17°C corno a 25% la expresión de Sc desaparece de todos los gmpos 
proneurales del notum. Solo se distingue en células aisladas, que por sus niveles de 
expresión de Sc podrían corresponder a CMOS (Fig 21 F-1). En los experimentos a 
17°C. estas células se encuentran alrededor de la región DC del disco imagina1 en un 
gwpo más o menos compacto, aunque distribuidas aleatoriamente y en número varabie 
de disco a disco (flg. 216 y H). En cambio a 2S0C, las células tienden a distribuirse 
formando una hilera a lo largo del eje antero-posterior y a la altura del gwpo proneural 
DC (Fig. 21 1). Esta hilera es similar a la observada por Tomoyasu y cols. (1998) en las 
condiciones de sobrexpresión de sus experimentos, la cual ellos atribuyeron al enhancer 
DC (Fig. 7C) Sin embargo. en nuestros experimentos de sobrexpresión no hemos 
conseguido detectar expresión de Sc similar a la de los grupos proneurales, ni tampoco 
una conespondencia de esta hilera de células con una expresión de DC-lacZ. 
Dada la alteración generalizada del patrón de Sc en los discos imaginales de la 
condición c765 UAS-tkvQo, quisimos comprobar si la expresión de los genes de 
prepatrón Iro. wg y pnr se encontraba alterada en estos discos. Así, comprobamos 
que tanto el patrón de Caupolican (uno de los genes del C-lro), como el de Wg se 
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modifican, siendo los efectos mayores a 25°C que a 17°C (Fig. 22). Tambien el patrón 
de expresi6n de pnr parece estar afectado, aunque es dificil interpretar los resultados 
debido a la fuerte alteración de la morfología de los discos imaginales (no mostrado). 
La profunda alteraci6n del prepatr6n del disco en los experimentos de sobrexpresión 
de dpppodria explicar la ausencia de grupos proneurales y también la disminuci6n de 
la expresión DC-lacZ en nuestros experimentos. 
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La expresión de ac y sc en los grupos proneurales depende de una bateria de 
elementos reguladores de tipo enhancer. Para entender mejor el funcionamiento de 
estos enhancers y de qué manera están regulados por el conjunto de factores que 
forman el prepatrón de los discos imaginales. emprendimos la caracterización de dos 
fragmentos del CAS con actividad enhancer en grupos proneurales. Comenzamos 
por delimitar las secuencias mínimas para su funcionamiento. 
En el caso del fragmento que poseía actividad enhancer en los grupos proneurales 
ANP, APA-trl-tR. Tgd, Rd y GSR pudimos diferenciar secuencias necesarias para la 
expresión en cada uno de estos grupos proneurales. Así, en el fragmento minimo 
HC3.5ANP, que retenía actividad enhancer para todos estos grupos, las secuencias 
requeridas para la expresión en el grupo APA-trl-tr2 se encontraron en un fragmento 
de 563 pb, las del grupo Rd en uno de 446 pb, las de los grupos ANP y Tgd en 634 pb 
y las del gmpo GSR en 357 pb (Fig. 8). Este resultado sugiere que podría existir un 
elemento enhancer independiente para cada uno de estos grupos proneurales del 
disco imaginal. tal como se había propuesto anteriormente (Ruiz-Gómez y Modolell, 
1987). Sin embargo, puede que varias secuencias enhancer aparentemente 
independientes necesiten de un contexto de ADN con unas características concretas, 
como por ejemplo una correcta conformación tridimensional. Con los experimentos 
realizados, no podemos excluir la posibilidad de que las secuencias enhancer 
identiicadas en el fragmento HC3.5ANP compartan un contexto cromatínico común y, 
por tanto, que no tengan actividad enhancer al ensayarse aisladamente. Este fenómeno 
ha sido descrito para otros elementos enhancer, como por ejemplo para algunos 
elementos enhancer del gen hairy (Langeland y Carroll, 1993). 
En el caso del enhancer para el g ~ p o  proneural DC, pudimos delimitar un fragmento 
mínimo de 1.4 kb capaz de dirigir la expresión en todas las células del grupo proneural. 
Tambibn detectamos actividad en un subfragmento de 0.5 kb, aunque su actividad en 
construcciones con el promotor heterólogo hsp70 se limitó a la CMOS para la PDC. 
No obstante, este mismo fragmento de 0.5 kb, cuando se ensayó en construcciones 
con el promotor homblogo del gen se, dirigió la expresión en prácticamente todo el 
grupo proneural DC (Fig. 10). Pensamos que este resultado refleja que los elementos 
enhancer precisan un contexto adecuado para su funcionamiento, que puede depender 
de la correcta interacción entre el enhancer y el promotor del gen al que regula. Así, el 
fragmento de 1.4 kb, ensayado en construcciones con promotores más débiles que el 
de hsp70, solamente dirige la expresión débilmente en la CMOS para la PDC (no 
mostrado). Otra 0bSe~ación que apoya la necesidad de un contexto óptimo para la 
actividad de los enhancers es la variabilidad en la actividad dirigida por un enhancer 
en diferentes líneas transformantes para una misma construccibn (Fig. 10C-D y F-l), 
fenómeno que se asocia a efectos de posición diferentes según el punto de inserción 
en el genoma del transgbn analizado. 
Los enhancers del CAS para la expreslón en grupos proneurales dlrlgen 
nlveles de expreslón heterogéneos entre las céiulas de un mismo grupo. 
Hemos 0bse~ad0 que cuando se altera el entorno 6pümo.para el funcionamiento 
de los enhancers, la expresión dirigida por estos se restringe a las CMOS de los 
grupos proneurales correspondientes (Fig. 8 y F'g. 10). Estos resultados sugieren que 
los enhancers dirigen más altos niveles de expresión en las CMOS que en el resto de 
las células del grupo proneural. Este parece ser el caso del enhancer DC, ya que la 
construcción AS1.4DC dirige una mayor expresión del marcador IacZen las CMOS 
(Fig. 13A panel +/+). Laexpresión dirigida por las construcciones con el enhancer DC 
varía de unas líneas transíormantes a otras: algunas dirigen expresión en todo el 
grupo proneural, otras en un grupo alrededor de la CMOS para la PDC y en la CMOS 
ADC; otras tan colo en un gmpo PDC; y otras exclusivamente en la CMOS PDC (Fig. 
10C-1). En base a estos resultados, resumimos la distribución de los niveles de 
expresión para el enhancer DC tal como se indica en la Fig. 23. Las expresiones 
dirigidas por las distintas construcciones DC podrían corresponder a diferentes puntos 
de corte en la curva de expresión (Fig. 23) 
6 a u n  23. Esquema que representa los 
nivhsde e- dirigidos por el enhancer 
DC en el grupo proneural. ADC y PDC 
ssWan la posici6n de las CMOS anterior y 
posterior respectivamente. Las puntos de 
coRe de las líneas hodmntales mn la curva 
indican los niveles de expresMn W que 
dirigen las dlslfntes mnsfiicdones mn al 
La expresión dirigida en la CMOS PDC por la construcción PüO.5DC desaparece 
en la combinación mutante sclo.1 (no mostrado), y lo mismo ocurre con la expresión 
en CMOS dirigida por el fragmento ANP-A (Fig. 11). Este resultado sugiere que de 
alguna manera, los procesos que median la determinación de las CMOS influyen en 
la expresión de los enhancers de grupo proneural. Unade las primerascaracterísticas 
que diferencia a la CMOS del resto de las células del grupo es la acumulación de altos 
niveles de proteínas proneurales, lo cual se debe a un bude de autoestimulación 
mediado por enhancers específicos (Culí y Modolell, 1998). El enhancer DC podría 
contener secuencias semejantes a las de estos enhancers de las CMOS y regularse 
de manera similar. De hecho, el fragmento PB0.5DC contiene una caja E y otra N 
conservadas evolutivamente, que podrian ser funcionales y contribuir a la regulación 
de la expresión dirigida por el enhancer DC en las CMOS (también hay cajas E y N en 
la secuencia de la construcción ANP-A). No hemos profundizado en el estudio de la 
función de estas cajas. Así pues, no podemos hacer valoraciones concluyentes acerca 
de su posible papel en la regulación de la expresi6n heterogénea mediada por el 
enhancer DC. A pesar de ello, parece poco probable que la expresión dirigida por los 
enhancers en las CMOS se deba a un comportamiento anómalo de las cajas E en 
estas construcciones, ya que la expresión no se produce en todas las CMOS del disco 
imaginal, sino tan solo en las correspondientes al grupo proneural para el cual el 
enhancer es especifico. 
La expresión dirigida por la C O ~ S ~ N C C ~ ~ ~  AS1.4DC no se altera en mutantes sclo.1, 
como tampoco lo hace la dirigida por el fragmento de 6 kb con los enhancers ANP, 
APA-trl-tR,Tgd, Rd y GSR (Fig. 11 y G6mez-Skarmeta y cols., 1995). Por tanto. los 
enhancers de grupo proneural dirigen una expresión en los grupos proneurales que 
no depende de la determinación de las CMOS. Cabe preguntarse de qué depende la 
expresión heterogénea dirigida por los enhancers, al menos por el enhancer DC. Si 
dependiera de los elementos de prepatrón existentes en el disco imaginal, estos podrían 
contribuir a explicar por qué las CMOS, que se seleccionan de entre las células con 
mayores niveles de protelnas proneurales, aparecen siempre en posiciones precisas 
dentro del grupo (Cubas y cols., 1991). 
Analisis de las secuencias correspondientes a los enhancers de los grupos 
proneurales DC, ANP, APA-trl-tR, Tgd, Rd, y GSR. 
Con el fin de obtener indicios sobre los factores de transcripción que participan en 
el control transcripcional a través de los enhancers, secuenciamos los elementos 
mínimos que conseguimos delimitar, y buscamos en estas secuencias sitios consensos 
de unión para factores transcripcionales de familias conocidas. Así, encontramos varias 
cajas TAAT, cajas GATA, cajas A. E y N (Fig. 9). En la mayor parte de los casos no 
hemos estudiado su posible importancia funcional in vivo, por tanto sólo podemos 
especular sobre los factores de transcripción que puedan actuar a través de ellas. Las 
proteínas Iro podrian unirse a algunas de las cajas TAAT del enhancer ANP-APA, trl, 
tr2-Tgd-Rd-GSR, sin embargo ninguna de estas cajas tiene una secuencia flanqueante 
similar a la que se une la proteína Ara en el enhancer L3-TSM (Gómez-Skarmeta y 
cols., 1996). 
En el caco del enhancer DC, comparamos su secuencia con la de la región homóloga 
en D. viriispara obtener indicios sobre la importancia funcional de los sitios consenso 
que encontramos en la secuencia. En base a esta comparación analizamos la función 
de algunas cajas consenso. Así, la mutagénesis de la caja TAAT en la posición 1262 
de la secuencia (subrayada en la Fig. 12) elimina completamente la actividad DC- 
IacZ. Este resultado sugiere que algun factor con homeodominio activa la expresión 
en el grupo proneural DC, sin embargo desconocemos qué factores pueden estar 
mediando esta activación. También estudiamos la funcionalidad de las cajas GATA 
presentes en la secuencia. 
Pnr se une al enhancer DC y regula directamente su activldad. 
En el enhancer DC encontramos 7 cajas GATA, que se presentaban como posibles 
sitios de unión para la proteína Pnr. Analizamos la importancia funcional de estas 
cajas en experimentos de mutagbnesis y, en colaboración con Philippe Ramain. su 
capacidad para mediar la regulación del enhancer DC por Pnr. Así, determinamos que 
estas cajas se requieren para la actividad DGlacZin vivo (Fig. 14A-C) y también, en 
experimentos de transfección en c8lulas de pollo, para activar un gen marcador de 
manera dependiente de Pnr (Fig. 14F). Estos resultados, junto con la observación de 
que algunas de las cajas GATA unen Pnr en experimentos de retardo en gel (Fig. 
14D), indican que Pnr controla directamente la expresión de ac y sc en el grupo 
proneural DC mediante su unión directa al enhancer correspondiente. 
No todas las cajas GATA presentes en el enhancer parecen tener la misma 
importancia funcional como mediadoras de la activación por Pnr. Así, los fragmentos 
AP0.5DC y P0.5DC (con 1 y 3 cajas GATA respectivamente) no tienen actividad DC- 
IacZin vivo, ni tampoco en experimentos de transfección (no mostrado). Por otro lado, 
a pesar de que Pnr se une a la caja GATA1 en experimentos de retardo en gel, esta 
caja no es funcional en experimentos de transfección y su eliminación in vivo, no tiene 
ningún efecto sobre la actividad DGlacZ (no mostrado y Fig. 14A). Todo ello indica 
que el contexto en el que se encuentra el sitio GATA influye en su función. 
Pnr y Ush definen la localizacl6n del grupo proneural DC en el eje dorso- 
lateral. 
En los discos imaginales de tercer estadio, pnrse expresa en la región más dorsal 
del territorio de notum, un área que incluye el grupo proneural DC (Fig. 13C). Dicha 
expresión se requiere para la correcta activación mediada por el enhancer DC, ya que 
condiciones mutantes hipomorfas para pnrproducen la disminución o eliminación de 
la actividad DGlacZ (Fig. 13A y B). En este trabajo demostramos que el borde lateral 
de expresión de pnrdelimita la posición del grupo proneural DC lateralmente, ya que 
la sobrexpresión generalizada de este gen mediante un transgén UAS-pnr, expande 
el territorio DC-IacZsolamente hacia regiones más laterales del disco (Fig. 19A). 
Se habia descrito previamente que el límite dorsal del grupo proneural DC se 
establecía gracias a Ush. un antagonista de la funci6n de Pnr que se expresa en la 
región más dorsal del territorio de notum (Cubbada y cols., 1997). Estos investigadores 
propusieron que Ush actuaría formando heterodimeros con Pnr y titularía su función 
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activadora (Cubbada y cols., 1997; Haenlin y cols., 1997). Algunos de nuestros 
resultados están de acuerdo m esta hip6tesis, ya que en la combinación mutante 
pnPl/pnrvl, en la cual Ush no puede titular la proteína Pnr presente (las mutaciones 
pnPcodCcan proteínas con los dominios de interaccih m Ush alterados). se produce 
una expansión donal de la actividad DC-lacl (Fig. 19D). Sin embargo, nuestros 
resultados también sugieren que Ush no sólo actúa como titulador de la función de 
Pnr. sino que ambas proteínas parücipan adhrmente reprimiendo la adMdad DC- 
lacZ en la región más dorsal del territorio de notum (Fig. 24). Esta sugerencia se 
fundamenta en dos 0bSe~a~ione~: por un lado, la expresión DGlacZno se expande 
dorsalmente en discos de la combinación MI/+. una combinaaón teóricamente 
menos hipomorfa que pnrol@nrvl (Fig. I9F y D); y por otro lado, ninguna de las 
condiciones de sobrexpresión del tranqén UAS-pnr, ni siquiera las más extremas 
(UAS-pnrNAS-pnr; pnflDW7a 2g°C), pudieron contrarrestar la titulación por Ush en 
el territorio más dorsal del disco (no mostrado). 
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Wg es soiamente pennlslvo paia la salvación gbilw en el grupo proneurel 
DC. 
En los discos imaginales de tercer estadio larvario, el grupo proneural DC está 
localizado dorsalmente con respecto a la banda de expresión de Wg (Fig. 15A; Phillips 
y Whittle, 1993). Dicha localización, junto con el hecho de que combinaciones 
hipomorfas de wgdisminuyen la expresión de los genes proneurales en el grupo DC y 
suprimen el desarrollo de OSs en esta zona, ha propiciado la hipótesis de que Wg es 
uno de los factores de prepatrón que deteminan la localización de este grupo proneural 
a lo lago del eje dorso-lateral (Phillips y WhiMe, 1993; Tornoyasu y cols., 1998). Sin 
embargo, en este trabajo demostramos que, sl blen wges necesario para una correcta 
activación del enhancer DC, el gradiente de proteína Wg no detennina la posición del 
grupo proneural DC. Así, una modificación del gradiente de Wg, bien mediante 
experimentos de sobrexpresión (Fig. 16), mediante la generación de clones para el 
alelo nulo w P 4  (Fig. 15C), O la que se produce en la combinación hipomorfa w@x3/ 
w F 4  (Fig. 15B), no modifica la posición de la expresión DGlacZ, aunque si su 
extensión. Por tanto, Wg desempelia un papel permisivo en la expresión génica en el 
grupo proneural DC. 
Con toda probabilidad, la activación de DC-lacZ por Wg está mediada por los 
componentes de su vía de transducción intracelular, ya que la sobrexpresión en los 
discos imaginales de la forma dominante negativa del factor dTFC, un factor de 
transcripción efector de la vla, reduce la expresión DGlacZ(Fig. 17C). El enhancer 
DC contiene varios sitios similares al consenso de unión descrito para dTCF y además, 
varias regiones del enhancer unen la proteína dTCF en experimentos de retardo en 
gel (Fig. 17A y B). Asi pues, parece probable que dTCF se una NI vivo al enhancer DC 
y medie el efecto de Wg sobre la expresión en el grupo proneural DC. 
Control del enhancer DC por la vla de Dpp. 
En ninguno de nuestros experimentos de sobrexpresión o de falta de función que 
alteran el prepatrón en el eje dorso-lateral. hemos podido 0bseNar una modificación 
de la actividad DC-lacZ a lo largo del eje antero-posterior (Fig. 19A y D). Esta 
observación indica la existencia de un sistema de prepatrón a lo largo del eje antero- 
posterior, relativamente independiente del que establece las claves posicionales dorso- 
laterales. La proteína secretable Dpp se expresa en una banda de células a lo largo 
del borde de compartimento antero-posterior, y difunde a partir de esta fuente creando 
un gradiente que, en el territorio precursor del ala, tiene actividad moriogenetica 
promoviendo la expresión de distintos genes en células situadas a diferentes distancias 
con respecto a la fuente de Dpp (de Celis y cols., 1996; Grimm y Pfiugfelder, 1996; 
Lecuit y cols., 1996; Nellen y cols., 1996; Kim y cols.. 1997). Realizamos una serie de 
experimentos de sobrexpresión con transgenes UASdppy UAS-tkvmpara comprobar 
si Dpp actúa como un moriógeno con respecto a la expresión DC-lacZ y establece su 
posición en el eje antero-posterior. 
En ninguno de nuestros experimentos se 0 b s e ~ ó  una expansión o desplazamiento 
de la expresión DC-lacZ hacia el territorio anterior del disco imagina1 al modificar el 
gradiente de Dpp incrementando sus concentraciones. Más bien al contrario, se o b s e ~ ó  
una disminución de la expresión DClacZ (Fig. 21). Estos resultados contradicen los 
obtenidos porTomoyasu y cols. (1998) (Fig. 7C), y por ello comprobamos el patrón de 
expresión de Sc en discos de genotipo c765 UAStkvao, una condición de activación 
de la vía de Dpp prácticamente igual a la utilizada por estos investigadores. 
Encontramos que en estas condiciones la expresión de Sc en grupos proneurales 
desaparece del territorio del notum y en cambio aparece una hilera de células aisladas 
que expresan altos niveles de Sc y que podrían corresponder a CMOS (Fig. 21G-1). 
Tambien O ~ S ~ N ~ ~ O S  que estas condiciones alteran drásticamente la expresión de 
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varios genes de prepatrón como caup y wg (Fig. 22). Por tanto creemos que el gradiente 
de Dpp afecta la expresión en el grupo proneural DC indirectamente, debido a su 
capacidad de regular tanto el crecimiento como la formación del prepatrón de los 
discos imaginales. 
Regulación entre Pnr, Ush y Wg. 
En los discos imaginales de tercer estadio, la banda de células que acumulan altas 
concentraciones de Wg coincide con el límite lateral de expresión de pnr (Fig. 191). 
Estos patrones de expresión coincidentes sugieren una regulación cruzada entre pnr 
y wg. Calleja y cols. en 1996, en base a la alteración de la expresión de wg-lacZ en 
mutantes pnr, sugerían que Pnr activa wg (Fig. 7; Calleja y cols., 1996)). En este 
trabajo hemos descrito resultados adicionales que confirman a Pnr como activador de 
wg. Sin embargo. también hemos detectado una función de Pnr como represor 
transcripcional de wg: Así. en combinaciones hipomorfas fuertes como pnrVX65pnflD237 
o pnrvx6/pnrvi la banda de wg se expande dorsalmente (Fig. 18F) y esta expansión 
desaparece al sobrexpresar el transgén UASpnr(Fig. 18G). También hemos observado 
que en combinaciones mutantes que afectan la interacción Pnr-Ush, como pnPi/ 
pnrvi (Fig. 19E) o ushSW42/ushTOR+1 (Marc Haenlin, comunicación personal). se elimina 
la represión y wg se expande hacia el territorio dorsal. En base a estos resultados 
proponemos que Pnr lleva a cabo una función represora en colaboración con Ush. 
Este mecanismo represor controlaría la expresión de wg y también la dirigida por el 
enhancer DC. 
Ignoramos el mecanismo por el cual los dímeros Pnr-Ush reprimen la transcripción. 
Quizá la proteína Ush posea algún dominio represor, o quizá dichos dímeros actúen 
bloqueando los sitios necesarios para la activación transcripcional por Pnr, uniéndose 
a las mismas cajas GATA. Nuestros resultados indican que la función represora y 
activadora de Pnr contribuyen de manera diferente a la regulación del enhancer DC y 
a la de wg. Así. el mutante pnPIl+ presenta un patrón de expresión normal de wg y 
una expresión DC-lacZ ligeramente expandida (Fig. 19G y F). Por otro lado, la 
sobrexpresión de UAS-pnren un mutante pnrvx6/pnflD237restringe la banda de wga 
un dominio menor que el de los discos silvestres, mientras que el territorio DC-lacZes 
ligeramente más grande de lo normal (Fig. 18G y C). Creemos que estas diferencias 
pueden ser reflejo de distintas afinidades de Pnr y de los dímeros Pnr-Ush para las 
secuencias del enhancer DC y las de elllos enhancerls que controlan la expresión de 
Wg en el notum. 
La expresión de wg comienza al principio del tercer estadio larvario en todo el 
territorio dorsal del notum, y posteriormente se restringe a la banda antero-posterior 
que se Observa en discos tardíos de tercer estadio (Fig. 6; Couso y cols.. 1993; Phillips 
y Whittle, 1993). Dado que Pnr controla tanto positiva como negativamente esta 
expresión, creemos que la modulación de la interacción Pnr-Ush durante el tercer 
estadio larvario podría ser importante como elemento de prepatrón para la expresión 
de wg. Dos factores pueden modular la actividad reprecora de Pnr: la presencia de 
Ush (Marc Haenlin, comunicación personal); y la cantidad relativa de esta proteína 
con respecto a Pnr, ya que bajas dosis de Pnr permiten la activación de wg pero no su 
represión (F'g. 18F), mientras que las altas dosis potencian la represión más que la 
activaci6n (Fig. 18G). En base a estas 0bSe~aChneS proponemos que en los discos 
imaginales de tercer estadio temprano, Pnr activarla inidalmente la expresión de wg 
en todo el territorio dorsal (Fig. 25A izquierda). Posteriormente. bien el comienzo de 
expresión de &o bien un inaemenio en los niveles de expre&m de Pnr, determinarían 
la resblceión de dicho tenitorio (Fg. 258). Alternativamente, la expresión de wg en el 
notum podria ocurrir en dos fases: inicialmente algún factor de prepatr6n temprano sa 
encargaría de activar wg por todo el territorio dorsal (Fig. 25A derecha) y posteriormente 
Pnr lnte~endría en una segunda fase de mantenimiento de esta expresión, amvando 
wgen la banda más lateral en donde Ush no está presente, y reprimiendo su expresión 
en el territorio más dorsal (Fig. 258). 
Figura 25. Modelos para la regulaaón de wg duranta el terwf estadio lmr io .  A. En di- imaginales 
tempranas, ng sa expresaría en todo el temtorm dorsal del nohM acikado por Pnr (quierda) y10 por ebOn 
gen descondo (derecha) B. En dismstardlag. la exprambn de rug m restringe a une banda definida dom 
lateralmente por la presencia de Pnr y Ush. Las intwecnones entre rug y las proteínas que lo regulan r 
indican mn flechas activadoras y represoras 
A 
lc/ y/< )-( Pnr - wg 
B 
I wg 
1 Pnr 
1 Ush 
Pnr-Ush 1 Otrosgenes 
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Jerarquía de los genes de prepatrón en la región DC. 
El entramado de interacciones entre los genes que se expresan en el territorio 
precursor del notum es en la actualidad casi completamente desconocido. En este 
trabajo hemos intentado esclarecer algunas de estas interacciones que contribuyen a 
definir la región DC del notum. Asi, hemos observado la existencia de una jerarquia 
entre los genes de prepatrón. 
A lo largo del eje dorso-lateral, Pnr y Ush establecen las claves posicionales para 
la localización del grupo proneural DC y también controlan el patrón de expresión de 
wg, el cual es a su vez requerido para la especificación de la región DC (Fig. 24). 
Hemos mostrado que a pesar de la regulación existente entre estos dos genes. ambos 
contribuyen separadamente a la activación de DC-IacZ Wg de una manera permisiva 
y Pnr de modo topográficamente informativo. El papel permisivo de Wg, asi como la 
observación de que Wg no afecta el prepatrón general del notum (Fig. 20), contrasta 
con el papel que este gen desempella en el territorio precursor del ala, en dónde su 
gradiente de concentración es decisivo para la activación de varios genes (Phillips y 
Whittle, 1993; Couso y cols., 1994; Zecca y cols., 1996; Neumann y Cohen. 1997; 
Cadigan y cols.. 1998). 
Los factores que controlan directamente el patrón de ac-sc en el notum a lo largo 
del eje antero-posterior se desconocen. Uno de ellos podría ser la expresión del gen 
en en el compartimento posterior del disco imaginal, ya que todos los grupos 
proneurales se encuentran en el compartimento anterior del disco (Cubas y cols., 
1991). Además, en nuestros experimentos de sobrexpresión con UAS-pnr, la expresión 
DC-lacZ se expande a varias zonas del disco imaginal, pero en ningún caso al 
compartimento posterior (Fig. 19A). Estos datos sugieren que en podría ser un represor 
de la expresión de los enhancers de grupo proneural. Aparte de esta restricción, 
evidentemente deben existir más claves que establezcan las coordenadas N P  a lo 
largo del compartimento anterior, claves que probablemente dependan del 
establecimiento del bordeNP. Nuestros resultados sugieren que estas claves N P  son 
relativamente independientes de las que establecen el eje dorso-lateral. 
En el disco de ala, el gradiente de Dpp se establece como consecuencia de 
interacciones entre las células a ambos lados del borde AIP (revisado en Blair, 1995). 
Hemos observado que un aumento en las concentraciones o sellalización de Dpp 
altera drásticamente el patrón de expresión de ac y sc. Sin embargo, este efecto no 
parece que se deba a una simple acción en la localización de los grupos proneurales. 
En estos experimentos se produce una modificación del prepatrón general del disco 
imaginal conforme con una función organizadora general de Dpp en el disco imaginal, 
tal como ocurre en el territorio precursor del ala. En este territorio, Dpp actúa como un 
morfógeno especificando la activación de distintos genes en diferentes posiciones en 
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función de la concentraci6n de Dpp (de Celis y cols., 1996; Grimm y Pflugfelder, 1996; 
Lecuit y cols., 1996; Nellen y cols., 1996; Kim y cols., 1997). Sin embargo, en el territorio 
del notum es improbable que esto ocurra así, ya que Dpp parece controlar la expresión 
de genes con patrones restringidos a lo largo del eje dorso-lateral, perpendiculares al 
eje AIP de expresión de Dpp. El mecanismo mediante el cual Dpp controla el prepatrón 
debe ser bastante complejo e involucrar la interacción con otras claves del prepatrón, 
ya que clones de falta de función para el receptor de Dpp tkv, tienen efectos diferentes 
sobre la expresión de genes de prepatrón dependiendo de la zona del disco imagina1 
en la que estos se encuentran (Fig. 7D y E; Sato y cols., 1999). Todos estos datos 
sugieren que Dpp desempena un papel organizador temprano y general en el territorio 
de notum del disco imaginal. 
CONCLUSIONES 
1. Los enhancers del CAS para la expresión en los gmpos proneurales ANP, APA- 
trl-tR, Tgd, Rd y GSR se encuentran en un fragmento minimo de 3.5 kb. Dentro de 
este fragmento existen secuencias individuales implicadas, cada unade ellas, en dirigir 
la expresión génica en solamente uno de estos grupos proneurales. 
2. El enhancer para la expresión en el grupo proneural DC se encuentra en un 
fragmento minirno de 1.4 kb. Este fragmento puede dividirse en tres porciones en 
función de la conservación interespecíficade su secuenciacon lade la región homóloga 
de D. virilis. La porción 3' terminal contiene toda la información posicional necesaria 
para la expresión en el grupo DC. Las otras dos porciones deben contener secuencias 
adicionales requeridas para potenciar los niveles de expresión. 
3. Los enhancers de grupo proneural, al menos el DC, dirigen niveles de expresión 
heterogeneos entre las células de un grupo proneural. Estos niveles podrían ser 
determinantes para la posición en la que se especifican las CMOS. 
4. Pnr se une a algunas de las cajas GATA del enhancer DC y así participa en la 
activación de ac y sc en este grupo proneural. El patrón de expresión restringido de 
pnrdetermina el límite lateral del grupo proneural DC. 
5. Ush define el límite dorsal del grupo proneural DC. Ello lo hace en colaboración 
con Pnr, probablemente formando heterodímeros que reprimen la transcripción en la 
región más dorsal del notum. 
6. En contra de anteriores sugerencias, Wg no especifica la localización del grupo 
proneural DC. Wg únicamente tiene un papel permisivo en la activación transcripcional 
de este enhancer. Esta activación está probablemente mediada por la unión al enhancer 
del factor de transcripción dTCF-Arm, efector de la vía de transducción de Wg. 
7. El patrón de expresión restringido de Pnr determinael límite lateral de expresión 
de wgen el notum. Pnr, en colaboración con Ush también establece el límite dorsal de 
la banda de Wg, reprimiendo su expresión en el territorio mas dorsal del disco imaginal. 
Este mecanismo de regulación podría ser importante para la regulación espacio1 
temporal de wga lo largo del tercer estadio larvario. 
8. El gradiente de Dpp no contribuye directamente a definir la posición del grupo 
proneural DC en el eje antero-posterior. La desaparición de la expresi6n de los genes 
proneurales que se produce al incrementar la concentración o se~alización de Dpp se 
debe, probablemente, a la alteración del prepatrón general del disco imaginal. 
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Anexo l. Secuencia de la regidn homdloga del enhancer DC en D. virilis El número de acceso 
GenBanIuEMBL para esta secuencia es AF132809 
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